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Θ ανκρϊπινθ αγγειογενίνθ (hAng ), γνωςτι και ωσ RNase 5, είναι μια βαςικι πρωτεΐνθ απο-
τελοφμενθ από 123 αμινοξζα με μοριακό βάροσ 14,4 kDa, που ανικει ςτθν υπεροικογζνεια 
των παγκρεατικϊν ριβονουκλεαςϊν, αποτελϊντασ το πζμπτο μζλοσ αυτισ τθσ οικογζνειασ. 
Θ hAng είναι ζνασ ιςχυρόσ αγγειογενετικόσ παράγοντασ που ςυμμετζχει ςε πολλζσ φυςιο-
λογικζσ διεργαςίεσ όπωσ θ αγγειογζνεςθ, θ ανοςοαπόκριςθ , θ φλεγμονι θ νευροπροςτα-
ςία κ.α. Εμπλζκεται επίςθσ και ςε πακολογικζσ καταςτάςεισ όπωσ θ ογκογζνεςθ και ο νευ-
ροεκφυλιςμόσ. Παρά τθν μεγάλθ ομολογία τθσ hAng με τθν  RNase Α ςτο καταλυτικό κζ-
ντρο, θ ριβονουκλεολυτικι τθσ δραςτικότθτα είναι 10-5 -10-6 φορζσ μικρότερθ. Κφρια αιτία θ 
διαμόρφωςθ τθσ Gln117 αλλά και ολοκλιρου του καρβοξυτελικοφ άκρου τθσ που εμποδίηει 
τθ ςφνδεςθ του RNA  ςτο  κζντρο πρόςδεςθσ των πυριμιδινϊν. Αυτό το δομικό χαρακτθρι-
ςτικό, παρουςιάηει ιδιαίτερο ενδιαφζρον κακϊσ θ ριβονουκλεολυτικι δραςτικότθτα τθσ 
hAng είναι ςυνδεδεμζνθ με τθν αγγειογενετικι τθσ δραςτικότθτα. ΢τόχοσ τθσ παροφςασ 
διπλωματικισ εργαςίασ είναι θ μελζτθ ενόσ μεταλλάγματοσ τθσ hAng ςτο οποίο θ γλουτα-
μίνθ 117 αντικακίςταται με προλίνθ. Σο μετάλλαγμα δθμιουργικθκε με κατευκυνόμενθ 
μεταλλαξιγζνεςθ και ακολοφκθςε απομόνωςθ τθσ μεταλλαγμζνθσ hAng-Q117P από βακτι-
ρια, ανάπτυξθ κρυςτάλλων, πρόβλεψθ τθσ μεταλλαγμζνθσ δομισ και πρόςδεςθσ ςε αυτιν 
ενόσ δινουκλεοτιδίου με μοντελιςμό. Σα αποτελζςματα του μοντελιςμοφ αλλά και τθσ 




Human angiogenin (hAng) is a basic protein of 123 amino acids with a molecular weight of 
14.4 kDa and the 5th member of the pancreatic ribonuclease A superfamily. hAng is a potent 
angiogenic factor that plays an important role in many physiological and pathological pro-
cesses, including angiogenesis, immune responses, inflammation, neuroprotection, tumor-
igenesis, and neurodegeneration. Despite the homology between the active sites of RNase A 
and hAng, the ribonucleolytic activity of hAng is 10−5- to 10−6 fold less than that of RNase A. 
This difference is attributed to the conformation of the C-terminus and especially to that of 
Gln117 which prevents binding of RNA at the pyrimidine binding subsite. This structural fea-
ture is of great importance as the ribonucleolytic activity of hAng is an absolute prerequisite 
for its angiogenic activity. In this study site directed mutagenesis was employed to produce a 
mutant form of hAng  where Gln117 was replaced by a proline. The mutant protein (hAng –
Q117P) was produced and purified from bacterial culture and used in crystallization experi-
ments. The structure of the hAng – Q117P was generated by homology modelling and the 
modelled structure was used to dock a dinucleotide. Results showed some differences in the 
structural mode of binding between hAng – Q117P and the wild type protein. 
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1.1 Η υπεροικογϋνεια τησ ριβονουκλεϊςησ Α 
Οι ριβονουκλεάςεσ (RNases) είναι ζνηυμα που ανικουν ςτθν κατθγορία των νουκλεαςϊν 
και καταλφουν τθν αποικοδόμθςθ μορίων RNA κακϊσ και τθν παραγωγι μικρότερων μορί-
ων RNA. Οι ριβονουκλεάςεσ διαιροφνται ςε ενδοριβονουκλεάςεσ και εξωριβονουκλεάςεσ, 
οι οποίεσ διακρίνονται περαιτζρω ςε δυο υποκατθγορίεσ, αυτι των φωςφορολυτικϊν ενηφ-
μων (EC 2.7) και αυτι των υδρολυτικϊν ενηφμων (EC 3.1). Θ βόεια παγκρεατικι ριβονου-
κλεάςθ Α (RNase A), μια ενδοριβονουκλεάςθ μοριακοφ βάρουσ 13,7 kDa αποτελεί το καλφ-
τερα χαρακτθριςμζνο μζλοσ μιασ οικογζνειασ ριβονουκλεαςϊν με διαφορετικά χαρακτθρι-
ςτικά και βιολογικζσ δράςεισ (Dyer & Rosenberg, 2006). ΢τον άνκρωπο θ υπεροικογζνεια τθσ 
ριβονουκλεάςθσ Α αποτελείται από οχτϊ εκκρινόμενεσ πρωτεΐνεσ που κωδικοποιοφνται 
όλεσ από γονίδια που βρίςκονται ςτο χρωμόςωμα 14 και ζχει κακιερωκεί να αναφζρονται 
ωσ κανονικζσ ριβονουκλεάςεσ (canonical RNases). Οι πρωτεΐνεσ αυτζσ, εκκρίνονται από ποι-
κίλουσ και διαφορετικοφσ τφπουσ ιςτϊν και κυττάρων και ςε κάκε μια από αυτζσ αποδίδο-
νται διάφοροι βιολογικοί ρόλοι, ςυμπεριλαμβανομζνων αντιϊκϊν, αντιβακτθριακϊν και α-
ντιμυκθτιακϊν δράςεων κακϊσ και κυτοτοξικϊν δράςεων ζναντι κυττάρων ξενιςτϊν και 
παραςίτων. (Koczera, Martin, Marx, & Schuerholz, 2016). 
Επτά από τα οχτϊ μζλθ τθσ υπεροικογζνειασ τθσ RNase A, ζχουν τζςςερισ διςουλφιδικοφσ 
δεςμοφσ που ςχθματίηονται μεταξφ οχτϊ κυςτεϊνϊν. Εξαίρεςθ αποτελεί θ RNase 
5/αγγειογενίνθ, θ οποία ζχει ζξι κυςτεΐνεσ και κατά ςυνζπεια τρείσ διςουλφιδικοφσ δε-
ςμοφσ. Και ςτα οχτϊ μζλθ τθσ υπεροικογζνειασ εμφανίηεται θ ςυντθρθμζνθ καταλυτικι 
τριάδα, θ οποία ςυγκροτείται από δφο κατάλοιπα ιςτιδίνθσ, (ζνα κοντά ςτο αμινοτελικό 
άκρο κι ζνα κοντά ςτο καρβοξυτελικό άκρο τθσ πρωτεΐνθσ) και ζνα κατάλοιπο λυςίνθσ που 
βρίςκεται μεταξφ του ςυντθρθμζνου μοτίβου CKxxNTF. Ζνα άλλο κοινό ςτοιχείο είναι θ φ-
παρξθ μιασ αλλθλουχίασ-ςιμα ςτο αμινοτελικό άκρο, που κατευκφνει τθ βιοςφνκεςθ τθσ 
πρωτεΐνθσ ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο καταλιγοντασ ςτθν εκκρινόμενθ μορφι τθσ πρωτεΐ-
νθσ.(Dyer & Rosenberg, 2006)             Οι ριβονουκλεάςεσ αυτισ τθσ οικογζνειασ ζχουν υψθλά 
ιςοθλεκτρικά ςθμεία (με κεωρθτικά υπολογιηόμενεσ τιμζσ pI που κυμαίνονται από 8.69 μζ-
χρι 10.12) και είναι κετικά φορτιςμζνεσ. (Boix & Nogues, 2007). Και οι δφο αυτζσ ιδιότθτεσ 
ςχετίηονται με τθν ικανότθτα τουσ να ςχθματίηουν ιςχυρζσ αλλθλεπιδράςεισ με τα υπο-
ςτρϊματα τουσ, δθλαδι, με αρνθτικά φορτιςμζνα πολυριβονουκλεοτίδια, Θ κακεμία από 
τισ κανονικζσ ριβονουκλεάςεσ ποικίλει όςον αφορά τθ ριβονουκλεολυτικι δραςτικότθτα και 
τθν προτίμθςθ ςε ριβονουκλεοτιδία ωσ υποςτρϊματα, με ταυτόχρονθ απουςία αυςτθρισ 
εκλεκτικότθτασ για κζςεισ διάςπαςθσ και περιοχζσ αναγνϊριςθσ.(Rosenberg, 2008) 
Ζχουν αναγνωριςτεί διάφορα πρότυπα ρφκμιςθσ τθσ δράςθσ των κανονικϊν ριβο-
νουκλεαςϊν π.χ. ςτο επίπεδο τθσ μεταγραφισ ι τθσ ζκκριςθσ τουσ. ΢υγκεκριμζνα, ο πρωτε-
ϊνικόσ αναςτολζασ ριβονουκλεάςθσ (ribonuclease inhibitor, RI), ο οποίοσ βρίςκεται ςε όλα 
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τα κφτταρα κθλαςτικϊν, ελζγχει τθ δραςτικότθτα όλων των RNases με διαφορετικοφσ τρό-
πουσ. Ο RI δεςμεφεται ςτισ ριβονουκλεάςεσ με ςυγγζνεια τθσ τάξθσ των femtomolar fΜr και 
αναςτζλλει ι εξαςκενεί τισ βιολογικζσ τουσ δράςεισ, μζςω τθσ δθμιουργίασ ενόσ ςυμπλό-
κου RNase - RI. (Rutkoski & Raines, 2008). 
Σζλοσ, αξίηει να αναφερκεί πωσ ωσ μζροσ του Human Genome Project θ φυλογενε-
τικι προζλευςθ τθσ υπεροικογζνειασ τθσ RNάςθσ Α ζχει μελετθκεί εκτενϊσ και ζχει αξιολο-
γθκεί περαιτζρω ςε ςχζςθ με τισ αλλθλουχίεσ γονιδιϊματοσ και άλλων ειδϊν εκτόσ του αν-
κρϊπου. Ωσ αποτζλεςμα, οι RNases RNάςεσ 2 και 3 μποροφν να ομαδοποιθκοφν, όπωσ επί-
ςθσ και οι RNases 7 και 8. Μαηί με τθν RNase 6, αυτζσ οι 5 RNases φαίνεται να είναι ςτενά 
ςυνδεδεμζνεσ. Αντίςτοιχα, ομαδοποιοφνται και οι RNases 1, 4 και 5, με μια ςτενότερθ ςχζ-
ςθ μεταξφ των RNases 1 και 4.(Dubois, Ursing, Kolkman, & Beintema, 2003) (Rosenberg, 2008). Αν και 
οι βιοχθμικζσ ιδιότθτεσ τθσ RNase 1 κακϊσ και θ εξζλιξθ τθσ υπεροικογζνειασ τθσ RNase Α 
ζχουν αξιολογθκεί εκτενϊσ, θ φυςιολογικι λειτουργία των μελϊν αυτισ τθσ οικογζνειασ 
δεν είναι ακόμα καλά αποςαφθνιςμζνθ. 
1.2 Ανθρώπινη αγγειογενύνη 
 
Θ ανκρϊπινθ αγγειογενίνθ (human angiogenin/hANG), γνωςτι και ωσ RNase 5, εί-
ναι μια βαςικι πρωτεΐνθ αποτελοφμενθ από 123 αμινοξζα με μοριακό βάροσ 14,4 kDa, που 
όπωσ προαναφζρκθκε ανικει ςτθν υπεροικογζνεια των παγκρεατικϊν ριβονουκλεαςϊν, 
αποτελϊντασ το 5ο μζλοσ αυτισ τθσ οικογζνειασ. Όπωσ και θ RNase Α, θ αγγειογενίνθ δια-
ςπά φωςφοδιεςτερικοφσ δεςμοφσ ςτο 3’ άκρο των πυριμιδινϊν, ακολουκϊντασ ζνα μθχα-
νιςμό τρανςφωςφορυλίωςθσ/υδρόλυςθσ. Πιο ςυγκεκριμζνα, με τρανςφωςφορυλίωςθ 
ςχθματίηονται 2’,3’ κυκλικά νουκλεοτίδια, τα οποία ςτθ ςυνζχεια υδρολφονται ςχθματίηο-
ντασ 3’ φωςφορικζσ ομάδεσ. Παρόλα αυτά θ ριβονουκλεολυτικι τθσ δράςθ είναι 105-106 
φορζσ μικρότερθ ςε ςχζςθ με αυτιν τθσ RNase Α λόγω τθσ διαφορετικισ τθσ τριςδιάςτατθσ 
δομισ.(Shapiro, Riordan, Vallee, 1986) (Russo et al., 1996). Αυτι θ χαμθλι ριβονουκλεολυτικι 
δραςτικότθτα είναι ουςιϊδθσ και απαραίτθτθ για τθν αγγειογενετικι τθσ δραςτικότθτα, 
κακϊσ μεταλλάξεισ ςε καταλυτικά κατάλοιπα (His13, Lys 40, His114), αλλά και ςε κατάλοιπα 
ςθμαντικά για τθν πρόςδεςθ του υποςτρϊματοσ (Σhr44), οδθγοφν ςε μείωςθ τόςο τθσ εν-
ηυμικισ όςο και τθσ βιολογικισ τθσ δράςθσ (αγγειογζνεςθ) (Shapiro & Vallee, 1992)  
Θ αγγειογενίνθ είναι ζνασ ιςχυρόσ αγγειογενετικόσ παράγοντασ, κακϊσ μπορεί να 
προκαλζςει τον ςχθματιςμό νζων αιμοφόρων αγγείων ςε χοριοαλλαντοϊκι μεμβράνθ όρνι-
κασ και ςε κερατοειδι χιτϊνα κονίκλου, χορθγοφμενθ ςε δόςεισ τθσ τάξεωσ των fΜ (Fett et 
al., 1985; King & Vallee, 1991). Αποτελεί το πρϊτο βιμα για τθν επαγόμενθ, από άλλουσ αγ-
γειογενετικοφσ παράγοντεσ, αγγειογζνεςθ, ςυμπεριλαμβανομζνου του αγγειακοφ ενδοκθ-
λιακοφ αυξθτικοφ παράγοντα (VEGF), του βαςικοφ αυξθτικοφ παράγοντα των ινοβλαςτϊν 
(FGF-β), του αυξθτικοφ παράγοντα των όξινων ινοβλαςτϊν (FGF-1) και του επιδερμικοφ αυ-
ξθτικοφ παράγοντα (EGF) (Kishimoto, Liu, Tsuji, Olson, & Hu, 2005). Ωσ εκκρινόμενθ πρωτεΐνθ, θ 
αγγειογενίνθ βρίςκεται ςε διάφορουσ ιςτοφσ και υγρά του ανκρϊπου όπωσ το πλάςμα, το 
αμνιακό υγρό, το μικροπεριβάλλον των όγκων και το εγκεφαλονωτιαίο υγρό. Σο διαδεδο-
μζνο πρότυπο ζκφραςισ τθσ υποδεικνφει ότι οι φυςιολογικζσ αλλά και οι πακολογικζσ τθσ 
λειτουργίεσ δεν περιορίηονται ςτθν αγγειογζνεςθ. Πράγματι, θ αγγειογενίνθ εμπλζκεται ςε 
πολλζσ φυςιολογικζσ και μθ διεργαςίεσ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ ογκογζνεςθσ, τθσ ζμφυ-
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τθσ ανοςίασ, τθσ νευροπροςταςίασ, τθσ φλεγμονισ και τθσ αναγζννθςθσ των ιςτϊν που ζ-
χουν υποςτεί βλάβθ.(Sheng & Xu, 2016). Επίςθσ, μεταλλάξεισ, απϊλειασ λειτουργίασ του αν-
κρϊπινου γονιδίου τθσ αγγειογενίνθσ, ζχουν ταυτοποιθκεί ςε νευροεκφυλιςτικζσ αςκζνει-
εσ, όπωσ θ αμυοτροφικι πλευρικι ςκλιρυνςθ (ALS) και θ αςκζνεια του Parkinson. (Brad-
shaw et al.,2017) 
Θ εκκρινόμενθ αγγειογενίνθ προςδζνεται ςτο εξωτερικό των κυττάρων ςε μια δια-
μεμβρανικι πρωτεΐνθ μοριακοφ βάρουσ 170 kDa, που δεν ζχει χαρακτθριςτεί ακόμθ πλι-
ρωσ, ενεργοποιϊντασ με αυτόν τον τρόπο διάφορα διακυτταρικά μονοπάτια. Ακόμθ, θ εξω-
κυττάρια αγγειογενίνθ αλλθλεπιδρά με τθν ακτίνθ ςτθν επιφάνεια των κυττάρων οδθγϊ-
ντασ ςτθν αποικοδόμθςθ τθσ εξωκυττάριασ μιτρασ επιτρζποντασ ζτςι, τθν κυτταρικι μετα-
νάςτευςθ και διικθςθ (Sheng & Xu, 2016). Ζχει επίςθσ αποδειχκεί, ότι θ αγγειογενίνθ ωσ α-
πόκριςθ ςε αναπτυξιακά ερεκίςματα, υφίςταται πυρθνικι μετατόπιςθ, όπου διεγείρει τθ 
μεταγραφι του mRNA κακϊσ και τθ μεταγραφι–επεξεργαςία του ριβοςωμικοφ RNA (με 
προτίμθςθ ςτο 18S και ςτο 28S rRNA) (Shapiro, Riordan, & Vallee, 1986), δυο δράςεισ που είναι 
απαραίτθτεσ για τθν κυτταρικι ανάπτυξθ και τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό. (Kishimoto et 
al.,2004) Επιπλζον, ζχει βρεκεί ότι θ αγγειογενίνθ, ωσ απόκριςθ ςτο ςτρεσ, εντοπίηεται ςτο 
κυτταρόπλαςμα και ςυςςωρεφεται ςτα κοκκία του ςτρεσ (SGs) διαςπϊντασ το tRNA ςε 
κραφςματα (tiRNAs), τα οποία μποροφν να αναςτείλουν τθν ζναρξθ τθσ μετάφραςθσ. Αυτό 
Αυτι δράςθ αποτελεί ζνα ρόλο-κλειδί ςτθν απόκριςθ ςτο ςτρεσ και ςτθν κυτταρικι επιβίω-
ςθ, κακϊσ οδθγεί ςτον επαναπρογραμματιςμό τθσ πρωτεϊνικισ ζκφραςθσ και ςυνεπϊσ 
ςτθν επιβίωςθ του κυττάρου, κακιςτϊντασ ζτςι τθν αγγειογενίνθ μια αποκρινόμενθ ςτο 
ςτρεσ RNase. (Yamasaki et al.,2009)  
 
1.2.1 Δομό τησ ανθρώπινησ αγγειογενύνησ 
 
1.2.1.α Γενικϊ χαρακτηριςτικϊ 
     Θ τριτοταγισ δομι τθσ hAng αποτελείται από δυο λοβοφσ. Ο λοβόσ Ι απαρτίηεται από 
τζςςερα αντιπαράλλθλα β-ελάςματα β, τα Β2, Β3, Β6 και Β7 (κατάλοιπα 62-65, 69-72, 104-
108 και 115-117 αντίςτοιχα). (Leonidas et al., 1999) Εκατζρωκεν αυτισ τθσ επικράτειασ, βρί-
ςκονται δφο ζλικεσ, θ H1 και θ Θ3 (κατάλοιπα 3-13 και 50-57, αντίςτοιχα). Ο λοβόσ ΙΙ ςυ-
γκροτείται από μια β-πτυχωτι επιφάνεια που ςχθματίηεται από τρία αντιπαράλλθλα β-
ελάςματα, τα Β1, Β4 και Β5 (κατάλοιπα 42-46, 76-84 και 93-101 αντίςτοιχα). Αυτι θ β πτυ-
χωτι επιφάνεια βρίςκεται ενδιάμεςα από μια ζλικα Θ2 (κατάλοιπα 23-32) και από μια ζλι-
κα 310 (κατάλοιπα 117-121). H αγγειογενίνθ ζχει τρεισ διςουλφιδικοφσ δεςμοφσ. Ο ζνασ  
βρίςκεται ςτο λοβό 1 και ενϊνει το β-ζλαςμα Β6 με τθν ζλικα Θ3, ενϊ οι άλλοι δφο βρίςκο-
νται ςτον λοβό ΙΙ, όπου ο ζνασ ενϊνει το Β4 με τθν Θ2 και ο άλλοσ ενϊνει  δφο επιμικθσ 
βρόχουσ (Θ2/Β1 και Β4/Β5). (Leonidas et al., 1999) 
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1.2.1β Δομό και ριβονουκλεολυτικό δρϊςη 
     Θ αγγειογενίνθ παρουςιάηει 33% ταφτιςθ αμινοξικισ αλλθλουχίασ και 65% ςυνολικι ο-
μολογία με τθν RNase A (Riordan & Vallee, 1988). Tο ενεργό κζντρο τθσ είναι ςυντθρθμζνο και 
αποτελείται από διάφορα υποκζντρα ςφνδεςθσ, φωςφορικϊν ιόντων, αηωτοφχων βάςεων 
και ριβοηϊν (που ονομάηονται P0-Pn, B0-Bn , R0-Rn αντίςτοιχα). Από αυτά, ιδιαίτερο ενδιαφζ-
ρον παρουςιάηουν: το P1 όπου βρίςκονται τα τρία καταλυτικά κατάλοιπα (His-13, Lys-40, 
His-114) και ςτο οποίο επιτελείται θ διάςπαςθ του φωςφοδιεςτερικοφ δεςμοφ, το Β1, όπου 
υπάρχουν τα ςυντθρθμζνα κατάλοιπα Thr44, Leu115 και Ser118 και ςτο οποίο δεςμεφονται 
οι 3’ πυριμιδίνεσ. Σο υποκζντρο Β2  δεν παρουςιάηει υψθλό βακμό ςυντιρθςθσ και αλλθλε-
πιδρά με τισ 5’ πουρίνεσ. (Leonidas et al., 1999) 
Παρά το γεγονόσ ότι θ hAng ζχει απόλυτθ ςυντιρθςθ με τθν  RNase Α ςτο καταλυτικό κζ-
ντρο, θ ριβονουκλεολυτικι τθσ δραςτικότθτα είναι ςθμαντικά μικρότερθ. Μελζτεσ μεταλλα-
ξιγζννεςθσ ςε ςυνδυαςμό με κρυςταλλογραφικζσ μελζτεσ απεκάλυψαν τα μοναδικά χαρα-
κτθριςτικά ςτθ δομι τθσ που ςυμβάλλουν ςτθν εξαςκζνθςθ τθσ ενηυμικι τθσ ιςχφοσ. Κυρί-
αρχθ κζςθ ανάμεςά τουσ κατζχει θ παρεμποδιςτικι διαμόρφωςθ τθσ Gln117 ςτο  υποκζ-
ντρο πρόςδεςθσ των πυριμιδινϊν (Β1). Αυτό το δομικό χαρακτθριςτικό τθσ αγγειογενίνθσ, 
ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν αδυναμία πρόςδεςθσ και ςυνεπϊσ τθ διάςπαςθ του RNA. (Leonidas, 
Shapiro, Subbarao, Russo, & Acharya, 2002) 
Θ ανενεργι διαμόρφωςθ τθσ hAng και θ «κλειςτι» διαμόρφωςθ του καρβoξυτελικοφ άκρου 
(ςτο τμιμα αυτό βρίςκεται και θ Gln117) υποςτθρίηεται με αλλθλεπιδράςεισ με τα υπόλοι-
πα κατάλοιπα τθσ πρωτεΐνθσ. Πιο αναλυτικά, θ πλευρικι αλυςίδα τθσ Gln117 ςχθματίηει 
δυο δεςμοφσ υδρογόνου με τθν Thr44, ενϊ επίςθσ με δυο δεςμοφσ υδρογόνου ςυνδζονται 
μεταξφ τουσ θ Asp116 και θ Ser118 (που πλαιςιϊνουν τθν Gln117). O προςανατολιςμόσ τθσ 
Εικόνα 1 Σριςδιάςτατθ δομι τθσ hAng. Φαίνονται τα οι ζλικεσ Η1-Η3 και τα ελάςματα Β1-Β7. Η 
εικόνα δθμιουργικθκε με το πρόγραμμα CCP4 Molecular graphics. 
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Gln117 φαίνεται να ενιςχφεται περιςςότερο από τθ δευτεροταγι δομι του τμιματοσ των 
αμινοξζων 117-121, μια ζλικα 310 ςτθν οποία οι δεςμοί υδρογόνου τθσ κφριασ αλυςίδασ 
ςυνδζουν τθν Gln117 με τθν Phe120 και τθν Ser118 με τθν Arg121. Επιπλζον, φαίνεται πωσ 
οι ενδομοριακζσ υδρόφοβεσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ τθσ Ile119 και τθσ Phe120 ςυμβάλ-
λουν περαιτζρω ςτθ διατιρθςθ τθσ παρεμποδιςτικισ κζςθσ αυτισ τθσ ζλικασ. Ακόμθ, τα 
κατάλοιπα 121-123 παρότι δεν ζχουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ διατιρθςθ τθσ παρεμποδιςτικισ 
δομισ, όταν αποκοποφν από τθ δομι, οδθγοφν ςτθ δθμιουργία μιασ πρωτεΐνθσ με δραςτι-
κότθτα ζναντι του RNA μειωμζνθ κατά 10 τάξεισ μεγζκουσ. Από το γεγονόσ αυτό ςυμπεραί-
νεται πωσ τα ςυγκεκριμζνα κατάλοιπα παίηουν κετικό ρόλο ςτθ διάςπαςθ του RNA, ςυμμε-
τζχοντασ ςτθν πρόςδεςι του ςε κζντρα πζρα από τον κεντρικό πυρινα του ενεργοφ κζ-
ντρου. ΢υνεπϊσ, προκειμζνου να μπορζςει το RNA να προςδεκεί ςτθν αγγειογενίνθ, κα 
πρζπει αυτι να υποςτεί δομικζσ αλλαγζσ, τζτοιεσ ϊςτε: να αποςτακεροποιθκοφν οι δεςμοί 
που ςυγκροτοφν τθν ζλικα 310 και ακολοφκωσ να μετακινθκεί θ πλευρικι αλυςίδα τθσ 
Gln117 από το υποκζντρο Β1, ϊςτε να απελευκερωκεί θ κζςθ πρόςδεςθσ τθσ 3’πυριμιδίνθσ 
και τζλοσ να διαταραχτοφν και οι αλλθλεπιδράςεισ των Ile119-Phe120 που είναι επικουρι-
κζσ τθσ παρεμποδιςτικισ δομισ (Leonidas et al., 2002). 
Σζλοσ, αξίηει να ςθμειωκεί πωσ θ παρεμπόδιςθ του Β1 δεν είναι ο μοναδικόσ παρά-
γοντασ που θ ριβονουκλεολυτικι δραςτικότθτα τθσ hAng είναι μειωμζνθ, κακϊσ και θ δομι 
του Β2 όπου προςδζνονται τα μόρια των πουρινϊν διαφζρει από το αντίςτοιχο τθσ RNase Α. 
Σο υποκζντρο αυτό, επικαλφπτεται με τθ κζςθ πρόςδεςθσ ςτον υποδοχζα τθσ κυτταρικισ 
επιφάνειασ. Αυτό είναι ενδεχομζνωσ μια παράπλευρθ ςυνζπεια τθσ εξζλιξθσ αυτισ τθσ κζ-
ςθσ, για πρόςδεςθ ενόσ διαφορετικοφ προςδζτθ, κακϊσ θ αντίςτοιχθ κζςθ ςτθν RNase Α 
προςδζνει και εκεί ζνα μόριο πουρίνθσ, (Russo et al.,2016). Αυτό το πολφπλοκο δίκτυο αλλθ-
λεπιδράςεων ςτθν καρβοξυτελικι περιοχι τθσ αγγειογενίνθσ εξελίχκθκε προφανϊσ με ςτό-
χο να καταςτιςει λανκάνουςα τθν ριβονουκλεολυτικι δραςτικότθτα τθσ αγγειογενίνθσ και 
όχι να τθν καταργιςει τελείωσ. Ο διπλόσ αυτόσ ρόλοσ λοιπόν τθσ καρβoξυτελικισ αλυςίδασ 
που ζχει και αρνθτικι (Asp116-Phe120) αλλά και κετικι (Arg121-Pro123) ςυμβολι ςτθ δρα-
ςτικότθτα, υποδθλϊνει ότι θ καρβοξυτελικι περιοχι ζχει βαςικό ρόλο ςτθν ρφκμιςθ τθσ 
λειτουργίασ τθσ αγγειογενίνθσ. (Russo, Nobile, et al., 1996) 
 
1.2.2 Ρύθμιςη τησ δρϊςησ τησ ανθρώπινησ αγγειογενύνησ 
 
Ιδιαίτερο ενδιαφζρον παρουςιάηει ο τρόποσ με τον οποίο ρυκμίηονται θ αγγειογε-
νετικι και θ ριβονουκλεολυτικι δραςτικότθτα τθσ hAng, ϊςτε να ανταποκρίνονται ςτισ α-
νάγκεσ του οργανιςμοφ κάκε δεδομζνθ χρονικι ςτιγμι. Όςον αφορά τθ ρφκμιςθ τθσ αγγει-
ογενετικισ τθσ δράςθσ, λίγα είναι γνωςτά, ζχει όμωσ αποδειχκεί πωσ ςε μεταγραφικό επί-
πεδο, θ υπερζκφραςθ του miR-409-3p καταςτζλλει τθν μεταγραφι του γονιδίου, ενϊ αντί-
ςτοιχα θ υπερπαραγωγι IL-6 οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ μεταγραφισ αλλά και τθσ ζκφραςθσ τθσ 
αγγειογενίνθσ.(Veserlis, Olson & Fett, 1999) (Weng et al., 2012) 
Όςον αφορά τθν ρφκμιςθ τθσ ριβονουκλεολυτικισ δραςτικότθτασ, το γεγονόσ ότι θ 
αγγειογενίνθ μετακινείται ςε διαφορετικά κυτταρικά διαμερίςματα εκτελϊντασ διαφορετι-
κζσ δράςεισ και το ότι αυτι θ μετακίνθςθ εξαρτάται από αναπτυξιακοφσ ι ςτρεςςογόνουσ 
παράγοντεσ (μεταγραφι rRNA ςτον πυρθνίςκο-παραγωγι tiRNAs ςτο κυτταρόπλαςμα υπό 
ςυνκικεσ stress), αποτελεί από μόνο του ζναν τρόπο ρφκμιςθσ. Πζρα από τθν διαμεριςμα-
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τοποίθςθ όμωσ, θ hAng υφίςταται περεταίρω ρφκμιςθ τθσ δράςθσ τθσ εντόσ των διάφορων 
υποκυτταρικϊν διαμεριςμάτων, ζτςι ϊςτε να μθν υπάρχει ανεξζλεγκτθ διάςπαςθ RNA. H 
ρφκμιςθ αυτι επιτελείται από μια πρωτεΐνθ μοριακοφ μεγζκουσ 50 kDa, τον ανκρϊπινο 
αναςτολζα των ριβονουκλεαςϊν (hRI). Ο hRI προςδζνεται ιςχυρά ςτθν αγγειογενίνθ με 
ςτακερά διάςπαςθσ Kd<1 fM. (Lee, Shapiro, & Vallee, 1989) Κάτω από αναπτυξιακζσ ςυνκικεσ, 
ο hRI αλλθλεπιδρά με τθν κυτταροπλαςματικι hAng αλλά όχι με τθν πυρθνικι, ζτςι ϊςτε θ 
δεφτερθ να είναι ενεργι και να προάγει τθν κυτταρικι ανάπτυξθ ενϊ θ κυτταροπλαςματικι 
να είναι ανεςταλμζνθ. Αντίκετα, υπό ςυνκικεσ stress, ο hRI αλλθλεπιδρά με τθν πυρθνικι 
hAng και όχι τθν κυτταροπλαςματικι, ζτςι ϊςτε αυτι να είναι ελεφκερθ να δράςει ςυμβάλ-
λοντασ ςτθν κυτταρικι απόκριςθ ςτο ςτρεσ. (Pizzo et al., 2013) 
Σζλοσ, πρόςφατα δείχκθκε πωσ θ φωςφορυλίωςθ μιασ εκ τριϊν ςυγκεκριμζνων ςε-
ρινϊν (S37, S28 και S87) και μια κρεονίνθσ (T36), δίνει ςτθν hAng τθ δυνατότθτα να απο-
φεφγει τον hRI και να ειςζρχεται ςτον πυρινα. Θ φωςφορυλίωςθ αυτι γίνεται από τθν 
πρωτεϊνικι κινάςθ Α και τθν κυκλινοεξαρτϊμενθ κινάςθ και ενδεχομζνωσ να αποτελεί ζνα 
μθχανιςμό που χρθςιμοποιείται από τα ενδοκθλιακά και τα καρκινικά κφτταρα ϊςτε να ε-
νιςχυκεί ο πολλαπλαςιαςμόσ τουσ. (Hoang & Raines, 2017)  
 
1.2.3 Μηχανιςμού δρϊςησ τησ ανθρώπινησ αγγειογενύνησ 
 
1.2.3.α Μεταβολιςμόσ νουκλεώκών οξϋων 
Μια ςειρά μελετϊν ζχoυν επιςθμάνει πωσ θ μετατόπιςθ τθσ αγγειογενίνθσ ςτον 
πυρινα ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ ςυμμετοχι τθσ ςτο μεταβολιςμό των νουκλεϊκϊν οξζων. 
Είναι πλζον ςαφζσ ότι θ αγγειογενίνθ επάγει τθν μεταγραφι του 47s pre-rRNA (το οποίο 
Εικόνα 2 Ρφκμιςθ τθσ αγγειογενίνθσ μζςω διαμεριςματοποίθςθσ. Α) ΢ε αναπτυξιακζσ ςυνκικεσ θ αγγειογενίνθ ειςζρχεται ςτον πυρι-
να και ςυμμετζχει ςτθν μεταγραφι/τροποποίθςθ του rRNA , ενϊ θ κυτταροπλαςματικι αγγειογενίνθ δεςμεφεται από τον αναςτολζα 
και αδρανοποιείται. Β) ΢ε ςτρεςογόνεσ ςυνκικεσ θ πυρθνικι αγγειογενίνθ αναςτζλλεται από τον hRI ενϊ θ κυτταροπλαςματικι είναι 
ελεφκερθ να ςυςςωρευτεί ςτα κοκκία του ςτρεσ και να αποικοδομιςει το tRNA προσ παραγωγι tiRNAs. RI= ribonucelase inhibitor, 
ang=angiogenin.   Η εικόνα δθμιουργικθκε με το πρόγραμμα Cell Ilustrator. 
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ςτθ ςυνζχεια παράγει το 18S rRNA, το 28S rRNA και το 5.8S rRNA) κακϊσ προςδζνεται ςτθν 
ΑΒΕ περιοχι (Angiogenin Binding Element) και ςτθν UCE περιοχι (Upstream Core Element) 
του εκκινθτι του rDNA και πυροδοτεί τθν ςυναρμολόγθςθ του ςυμπλόκου ζναρξθσ τθσ με-
ταγραφισ μζςω μεκυλίωςθσ και τροποποίθςθσ των ιςτονϊν. (Sheng & Xu, 2013) (Xu et al., 
2003) Πζρα από τθ ςυμμετοχι τθσ αγγειογενίνθσ ςτθ μεταγραφι και τθν επεξεργαςία του 
rRNA υπάρχουν αρκετζσ ενδείξεισ ότι το πλεόναςμα τθσ αγγειογενίνθσ ςτον πυρινα ςχετί-
ηεται και με τθν μεταγραφι του mRNA. Μελζτεσ ανοςοκατακριμνιςθσ χρωματίνθσ κατζδει-
ξαν 699 γονίδια που ενδζχεται να ρυκμίηονται από τθν αγγειογενίνθ. Με βάςθ παρατθρι-
ςεισ που κζλουν τθν αγγειογενίνθ να δφναται να μεταβάλλει τθ διαμόρφωςθ των ιςτονϊν 
μζςω απευκείασ ςφνδεςθσ μαηί τουσ, είναι πικανό να δρα και ωσ ενεργοποιθτισ αναδια-
μόρφωςθσ τθσ χρωματίνθσ. Κακϊσ δεν υπάρχει καμία ζνδειξθ ότι ζχει δράςθ μεκυλοτραν-
ςφεράςθσ ι ακετυλοτρανςφεράςθσ είναι πικανό να δρα ωσ δομικό ςτοιχείο ι ωσ πρωτεΐνθ 
προςαρμογζασ για να ςτρατολογθκοφν άλλεσ πρωτεΐνεσ που μεταβάλλουν τθ διαμόρφωςθ 
τθσ χρωματίνθσ.  (Sheng & Xu, 2016) 
 
 
H επαγόμενθ από τθν αγγειογενίνθ παραγωγι tiRNAs, αναπρογραμματίηει το μοτί-
βο ζκφραςθσ των πρωτεϊνϊν ςυμβάλλοντασ ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ. Από τα 2 “μιςά“ 
τμιματα tRNA που παράγονται από τθν αγγειογενίνθ, μόνο τα 5’ tiRNA και όχι τα 3’ tiRNA 
μποροφν να αναςτείλουν τθν μετάφραςθ. Οι ξζχωρεσ αυτζσ λειτουργίεσ των τμθμάτων 
μπορεί να είναι ςυνζπεια του διαφορετικοφ μεγζκουσ και τθσ διαφορετικισ ςτακερότθτασ. 
Αξίηει ακόμθ να ςθμειωκεί ότι ο ακριβισ μοριακόσ ρόλοσ των τμθμάτων αυτϊν κακϊσ και θ 
εντόπιςθ, θ ςχετικι αφκονία και θ ςτακερότθτα τουσ δεν ζχουν χαρακτθριςτεί πλιρωσ. 
(Ivanov, Emara, Villen, Gygi, & Anderson, 2011) 
 
Εικόνα 3a. Βιογζνεςθ των tiRNAs. ΢ε διάφορεσ ςτρεςογόνεσ ςυνκικεσ, θ αγγειογενίνθ τζμνει το tRNA ςτθν αντι-
κωδικι αλυςίδα , και παράγονται δυο τμιματα tiRNAs (tRNAs halves) , το 5’-tRNA και το 3’- tRNA 
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Εικόνα 3β. Σα tiRNAs που παράγονται από τθν αγγειογενίνθ προάγουν τον ςχθματιςμό των κοκκίων του ςτρεσ 
και ςυςςωρεφονται μζςα ςε αυτά. Σα 5 tiRNAs αναςτζλλουν τθν πρωτεϊνικι ςφνκεςθ κακϊσ εκτοπίηουν τον 
παράγοντα ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ elF4G από το mRNA. H αλλαγι ςτο πρωτεϊνικό μοτίβο ζκφραςθσ ζχει ςτόχο 
τθν κυτταρικι επιβίωςθ (Sobala & Hutvagner, 2013) (Emara et al., 2010) 
 
 
1.2.3.β Ενεργοπούηςη μονοπατιών διακυτταρικόσ επικοινωνύασ 
 
΢το εξωκυττάριο περιβάλλον, θ hAng μπορεί να προκαλζςει μια ςειρά από διακυτ-
ταρικζσ απεκκρίςεισ μζςω τθσ πρόςδεςισ τθσ ςτον υποδοχζα κυτταρικισ επιφάνειασ. Μπο-
ρεί να ενεργοποιιςει μόρια-τελεςτζσ που ζχουν ρόλο-κλειδί ςτθν παραγωγι ριβοςωμικϊν 
πρωτεϊνϊν και ενιςχφουν τθν κυτταρικι ανάπτυξθ. Σζτοια μόρια είναι: θ ςθματοεξαρτϊμε-
νθ κινάςθ ERK(1/2), θ πρωτεϊνικι κινάςθ B/Akt, θ ςχετιηόμενθ με το ςτρεσ πρωτεϊνικι κινά-
ςθ και θ c-Jun κινάςθ (SAPK/JNK) (Sheng & Xu, 2016). Επίςθσ, θ hAng μπορεί μζςω ενεργοποίθ-
ςθσ του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ τθσ PI3K/Akt κινάςθσ να επάγει τθν παραγωγι νιτρικοφ 
οξζοσ που είναι ςθμαντικόσ ρυκμιςτισ τθσ αγγειακισ φυςιολογίασ (Trouillion et al., 2010). Σζ-
λοσ, θ hAng φαίνεται να ζχει τθ δυνατότθτα να ενεργοποιεί το ςθματοδοτικό μονοπάτι κυτ-
ταρικισ επιβίωςθσ που μεςολαβείται από τον NF-κΒ κακϊσ και να αλλθλεπιδρά με τθν p53, 
να εμποδίηει τθ δράςθ τθσ κι ζτςι να ενιςχφεται το αντιαποπτωτικό μονοπάτι τθσ (Sadagopan 
et al., 2012). 
 
1.2.3.γ Ενεργοπούηςη τησ αποικοδόμηςησ τησ βαςικόσ ενδοθηλιακόσ μεμβρϊνησ 
 
΢το κυτταρικό περιβάλλον των όγκων θ hAng φτάνει ςτθν κυτταρικι επιφάνεια των 
ενδοκθλιακϊν κυττάρων όπου ςυνδζεται ςτθν ακτίνθ και υφίςταται πλζον ωσ ςφμπλοκο 
(AngBP). Σο ςφμπλοκο αυτό διεγείρει τθ μεςολαβοφμενθ από τον ενεργοποιθτι πλαςμινο-
γόνου (μια πρωτεάςθ ςερίνθσ), παραγωγι πλαςμίνθσ από το πλαςμινογόνο. Θ πλαςμίνθ 
είναι ζνα ζνηυμο του πλάςματοσ που ςυμμετζχει ςτθ διάςπαςθ των κρόμβων αλλά και ςτθ 
διάςπαςθ τθσ λαμινίνθσ, τθσ φιμπρονεκτίνθσ και τθσ βαςικισ ενδοκθλιακισ μεμβράνθσ, 
προάγοντασ ζτςι τθ μετανάςτευςθ των κυττάρων. Θ αλλθλεπίδραςθ αγγειογενίνθσ-ακτίνθσ 
προκαλεί αλλαγζσ ςτον κυτταροςκελετό, όπωσ θ αναςτολι του πολυμεριςμοφ τθσ G-
ακτίνθσ (ελεφκερο μονομερζσ) κακϊσ και αλλαγζσ ςτισ φυςικζσ ιδιότθτεσ τθσ F-ακτίνθσ 
(γραμμικό πολυμερζσ). Οι δράςεισ αυτζσ επάγουν τθν αποικοδόμθςθ τθσ βαςικισ ενδοκθ-
λιακισ μεμβράνθσ και τθσ εξωκυττάριασ μιτρασ, επιτρζποντασ ζτςι ςτα ενδοκθλιακά κφτ-
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ταρα να διθκοφνται και να μεταναςτεφουν ςτον περιαγγειακό ιςτό, ζνα ςθμαντικό χαρα-
κτθριςτικό τθσ αγγειογζνεςθσ. (Sheng & Xu, 2016) 
 
 
Εικόνα 4. ΢χθματικι αναπαράςταςθ των μθχανιςμϊν δράςθσ τθσ hANG. Η εκκρινόμενθ αγγειογενίνθ προςδζνε-
ται ςτον υποδοχζα επιφάνειασ ςτθν εξωκυτταρικι μεμβράνθ των κυττάρων και με ενδοκφτωςθ ειςζρχεται ςτο 
εςωτερικό όπου ςυςςωρεφεται α) ςτον πυρθνίςκο υπό αναπτυξιακζσ ςυνκικεσ και β) ςτο κυτταρόπλαςμα υπό 
ςυνκικεσ ςτρεσ. Πρϊτον, θ εξωκυττάρια hANG ενεργοποιεί μονοπάτια μεταγωγισ ςιματοσ που περιλαμβάνουν 
τισ ςθματοδοτικζσ οδοφσ των SAPK/JNK, ERK1/2 και των PI3K/AKT ςε διαφορετικά κφτταρα αλλά και ςε διαφορε-
τικζσ κυτταρικζσ ςυνκικεσ. Η αλλθλεπίδραςθ τθσ αγγειογενίνθσ και του ςυμπλόκου κυτταρικισ επιφάνειασ 
(AngBP) μπορεί να οδθγιςει ςτθν αποικοδόμθςθ τθσ εξωκυτταρικισ μεμβράνθσ και τθν ενεργοποίθςθ των με-
ταλλοπρωτεϊναςϊν και κατ’ επζκταςθ ςτθν κυτταρικι μετανάςτευςθ και ειςβολι. Δεφτερον, θ κυτταροπλαςμα-
τικι αγγειογενίνθ ωσ απάντθςθ ςτο ςτρεσ, διαςπά το tRNA προσ ςχθματιςμό tiRNAs. Σα 5’tiRNAs  αλλθλεπιδροφν 
με τον μεταφραςτικό αναςτολζα ΤΒ-1, ο οποίοσ ςτρατολογεί τον elf4G/A από τα mRNAs που δεν ζχουν καλφ-
πτρα. Η αγγειογενίνθ επίςθσ αναςτζλλει τθν φωςφορυλίωςθ ςτθ Ser15 τθσ p53 και τθν επακόλουκθ πρόςδεςθ 
τθσ Mdm2 που ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν ουβικιτίνωςθ τθσ p53. Σρίτον, υπό αναπτυξιακζσ ςυνκικεσ θ πυρθνικι 
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1.2.4. Κύριεσ λειτουργύεσ τησ ανθρώπινησ αγγειογενύνησ 
 
1.2.4.α Αγγειογϋνεςη 
Θ αγγειογζνεςθ είναι μια περίπλοκθ βιολογικι διαδικαςία που αποτελείται από πολλά 
διαφορετικά, αλλά με ακρίβεια ρυκμιςμζνα από πολλά μόρια, βιματα. Σα βιματα αυτά 
ςυνοψίηονται ωσ εξισ: 
1. Αγγειοδιαςτολι των προχπαρχόντων αγγείων και ςχθματιςμόσ αγγειωδϊν οργανι-
δίων (vesiculo-vacuolarorganelle) ςτα ενδοκθλιακά κφτταρα. O πιο ςθμαντικόσ τε-
λεςτισ αυτοφ του ςταδίου είναι ο αγγειακόσ ενδοκθλιακόσ αναπτυξιακόσ παράγο-
ντασ (VEGF). 
2. Αποςτακεροποίθςθ των αγγείων και των ενδοκθλιακϊν μεμβρανϊν, ϊςτε να γίνει 
θ αναμόρφωςθ του περιαγγειακοφ ςτρϊματοσ. ΢ε αυτό το βιμα εμπλζκονται θ αγ-
γειοποιθτίνθ 2 κακϊσ και πρωτεάςεσ  (πχ. Μεταλλοπρωτεϊνάςεσ μεμβρανϊν). 
3. Πολλαπλαςιαςμόσ των ενδοκθλιακϊν κυττάρων και μετανάςτευςθ τουσ ταυτόχρο-
να με διαβακμίςεισ χθμειοτακτικϊν παραγόντων κατά μικοσ τθσ αποςαρκωμζνθσ 
ενδοκθλιακισ μεμβράνθσ προσ τον αναδιαμορφωμζνο περιαγγειακό χϊρο. Σελε-
ςτζσ αυτοφ του βιματοσ είναι θ hAng, ο VEGF, οι αγγειοποιθτίνεσ, κακϊσ και μόρια 
όπωσ ο επιδερμικόσ αυξθτικόσ παράγοντασ, οι χθμειοκίνεσ κ.α. 
4. ΢χθματιςμόσ αυλϊν και ςτακεροποίθςθ των αγγείων από τα μεταναςτεφοντα εν-
δοκθλιακά κφτταρα που πρϊτα ςχθματίηουν μονόςτοιβα και ςτθ ςυνζχεια ςωλθνο-
ειδισ δομζσ, οι οποίεσ περιβάλλονται από μεςεγχυματικά κφτταρα και αγγειακά 
λεία μυϊκά κφτταρα. ΢ε αυτό το βιμα ςυμμετζχουν διάφορεσ μορφζσ του VEGF και 
ιντεγκρίνεσ. 
 
Σο ςφνολο των μθχανιςμϊν δράςεων τθσ αγγειογενίνθσ υποδεικνφει τον ρόλο τθσ ςτθν 
αγγειογζνεςθ, κακϊσ ςυμμετζχει ςτθ μετανάςτευςθ και τον πολλαπλαςιαςμό των ενδοκθ-
λιακϊν κυττάρων είτε άμεςα είτε ζμμεςα μζςω επαγωγισ άλλων μορίων-τελεςτϊν. Μια 
υπόκεςθ για τθν πλιρθ ςειρά των γεγονότων είναι θ εξισ : (i) ιςτικι βλάβθ που οδθγεί ςτθν 
απελευκζρωςθ ακτίνθσ και RNA προερχόμενο από τα νεκρωτικά και τα αποπτωτικά κφττα-
ρα και επαγωγι τθσ ζκφραςθσ αγγειογενίνθσ, (ii) πρόςδεςθ τθσ αγγειογενίνθσ ςτθν ακτίνθ 
τθσ επιφάνειασ των ενδοκθλιακϊν κυττάρων, ενεργοποίθςθ των πρωτεαςϊν και διάλυςθ 
τθσ βαςικισ μεμβράνθσ, (iii) ζκφραςθ του υποδοχζα κυτταρικισ επιφάνειασ, ςτον οποίο 
προςδζνεται θ αγγειογενίνθ, ενδοκφτωςθ τθσ και μετακίνθςθ τθσ ςτον πυρινα, (iv) ειςχϊ-
ρθςθ των ενδοκθλιακϊν κυττάρων μζςα από τθ βαςικι μεμβράνθ και τζλοσ (v) ωρίμανςθ 
των τοιχωμάτων των αγγείων μζςω μετανάςτευςθσ και πολλαπλαςιαςμοφ των λείων μυϊ-
κϊν κυττάρων. (Tello-Montoliu, Patel, Lip, 2006) 
 
1.2.4.β ΢υμμετοχό ςτην ανοςοαπόκριςη 
Ωσ μζροσ τθσ ζμφυτθσ ανοςίασ, θ αγγειογενίνθ βρίςκεται ςτα δάκρυα και προςτα-
τεφει τθν οφκαλμικι επιφάνεια δρϊντασ ωσ αντιμικροβιακό πεπτίδιο. Θ αγγειογενίνθ πα-
ράγεται επίςθσ ςε αφκονία ςτα κφτταρα του ενδοκθλίου του εντζρου δρϊντασ και εκεί ωσ 
αντιμικροβιακόσ παράγοντασ. Εκτόσ από τισ αντιβακτθριδιακζσ τθσ δράςεισ θ αγγειογενίνθ 
ενεργεί και ωσ αντιιικόσ παράγοντασ κακϊσ είναι μια από τισ δφο RNases που παράγονται 
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από τα Σ-λεμφοκφτταρα. Επιπλζον, θ αγγειογενίνθ ενδζχεται να ζχει αντιφλεγμονϊδθ δρά-
ςθ κακϊσ ζχει παρατθρθκεί πωσ θ ςυγκζντρωςι τθσ ςτον ορό αυξάνεται ςθμαντικά κατά τθ 
διάρκεια τθσ αντιφλεγμονϊδουσ απόκριςθσ κακϊσ και κατά τθ χοριγθςθ ιντερλευκίνθσ-1β. 
Ο μθχανιςμόσ με τον οποίο θ αγγειογενίνθ καταςτζλλει τθν φλεγμονϊδθ αντίδραςθ μπορεί 
να περιλαμβάνει και τθν αναςτολι τθσ μεςολαβοφμενθσ από τον TBK-1 (πρωτεϊνικι κινάςθ 
ςερίνθσ/κρεονίνθσ), πυρθνικι μετατόπιςθ του NF-κΒ. (Sheng & Xu, 2016) 
 
1.2.5 Ρόλοσ τησ αγγειογενύνησ ςε αςθϋνειεσ 
 
1.2.5.α Αγγειογενύνη και ογκογϋνεςη 
Θ ογκογζνεςθ είναι μια πολφπλοκθ διαδικαςία πολλϊν ςταδίων που περιλαμβάνει 
όχι μόνο γενετικζσ και επιγενετικζσ αλλαγζσ ςτα καρκινικά κφτταρα αλλά και τθν φπαρξθ 
ςυνκθκϊν ςτο μικροπεριβάλλον των όγκων που ευνοεί τθν επιβίωςθ των καρκινικϊν κυτ-
τάρων. Θ αγγειογενίνθ επθρεάηει ςχεδόν όλα από αυτά τα ςτάδια ςυμπεριλαμβανομζνθσ 
και τθσ προςταςίασ των καρκινικϊν κυττάρων από αντίξοεσ για τθν επιβίωςι τουσ ςυνκι-
κεσ, τθν προαγωγι του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ, τθν ενίςχυςθ τθσ μετάςταςθσ και τθσ 
διικθςθσ των καρκινικϊν κυττάρων και φυςικά τθν επαγωγι αγγειογζνεςθσ. 
Θ αγγειογενίνθ, ωσ μια αποκρινόμενθ ςτο ςτρεσ RNase, παρουςιάηει αφξθςθ τθσ 
ζκφραςισ τθσ ςτα καρκινικά κφτταρα ςε ςυνκικεσ υποξίασ. Απαραίτθτοσ παράγοντασ για 
τθν ζκφραςθ τθσ αγγειογενίνθσ ςε ςυνκικεσ υποξίασ είναι ο επαγόμενοσ από υποξία παρά-
γοντασ 1 (Hypoxia-inducible factor 1). ΢το μικροπεριβάλλον των όγκων, θ hAng εκκρίνεται 
από τα καρκινικά κφτταρα και επάγει τθν ανάπτυξθ του όγκου, κακϊσ επάγει άμεςα τον 
κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό. ΢ε κφτταρα γλοιοβλαςτϊματοσ θ hAng προκαλεί το ςχθματι-
ςμό ςωλθνοειδϊν δομϊν ενδοκθλιακϊν κυττάρων. ΢τον καρκίνο του προςτάτθ, θ εξωκυτ-
τάρια hAng επάγει τθν διικθςθ ςτο εςωτερικό του όγκου των φυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν, θ 
ειςβολι αυτι όμωσ επαρκεί για να ειςζλκουν και οι ςχετιηόμενοι με τον καρκίνο ινοβλά-
ςτεσ. Επομζνωσ, θ hAng μπορεί να προκαλεί τθν αποικοδόμθςθ τθσ βαςικισ και τθσ εξωκυτ-
ταρικισ μεμβράνθσ και να επιτρζπει τθν μετακίνθςθ των ενδοκθλιακϊν κυττάρων ςτο εςω-
τερικό τον όγκων. Επιπλζον, τα μικροαγγεία που ςχθματίηονται από τα μεςεγχυματικά βλα-
ςτικά κφτταρα ςε ςυνκικεσ υποξίασ ι ςτζρθςθσ οροφ, περιζχουν hAng, θ οποία ςυμμετζχει 
κυρίωσ ςτισ διαδικαςίεσ επαγωγισ τθσ αγγειογζνεςθσ που τελοφνται από τα μικροαγγεία. Θ 
hAng επάγει επίςθσ και τον αγγειογενετικό μιμθτιςμό των κυττάρων του ινωςαρκόματοσ, 
μια διαδικαςία κατά τθν οποία ςχθματίηονται μικροαγγεία από επικετικά, μεταςτατικά και 
γενετικά απορυκμιςμζνα καρκινικά κφτταρα. Ο αγγειογενετικόσ μιμθτιςμόσ διαφζρει από 
τθν αγγειογζνεςθ, κακϊσ εμφανίηεται de novo, χωρίσ τθν παρουςία ενδοκθλιακϊν κυττά-
ρων, όπου τα καρκινικά κφτταρα ουςιαςτικά μιμοφνται αποτελεςματικά ζνα πραγματικό 
αγγειακό ενδοκιλιο. Όλεσ αυτζσ οι διεργαςίεσ ςτισ οποίεσ ςυμμετζχει θ hAng μαρτυροφν 
πωσ βοθκά τθν αγγειογζνεςθ των όγκων και/ι τον αγγειογενετικό μιμθτιςμό, επιτρζποντασ 
ζτςι τθ μετάςταςθ των καρκινικϊν κυττάρων δια μζςου τθσ αιματικισ κυκλοφορίασ. Σζλοσ, 
ζνασ άλλοσ ρόλοσ τθσ hAng ςτθν ογκογζνεςθ μπορεί να ζγκειται ςτθν καταςτολι του ανο-
ςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ κακϊσ θ hAng ζχει και κάποιεσ ανοςοκαταςταλτικζσ δράςεισ. 
(Sheng & Xu, 2016) 
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1.2.5.β Αγγειογενύνη και  νευροεκφυλιςτικϋσ αςθϋνειεσ. 
       Θ πρϊτθ μελζτθ που πρότεινε πωσ υπάρχει κάποια ςφνδεςθ μεταξφ τθσ hAng και τθσ 
αμυοτροφικισ πλάγιασ ςκλιρυνςθσ (ALS), μιασ προοδευτικισ νευροεκφυλιςτικισ διαταρα-
χισ που επθρεάηει το άνω και το κάτω μζροσ των κινθτιριων νευρϊνων, δθμοςιεφτθκε το 
2004 και από τότε ζχουν αναγνωριςτεί 29 μοναδικζσ μθ ςυνϊνυμεσ παραλλαγζσ του γονι-
δίου τθσ hAng ςε 6.471 αςκενείσ με ALS και ςε 3.146 αςκενείσ με Πάρκινςον (Sheng & Xu, 
2016). Αρκετζσ από αυτζσ τισ μεταλλάξεισ φαίνεται να αλλοιϊνουν τθ ριβονουκλεολυτικι 
δραςτικότθτα, τθν ικανότθτα πυρθνικισ μετατόπιςθσ και τθν αγγειογενετικι δράςθ τθσ 
hAng . ΢τθν πραγματικότθτα, ςτο γονίδιο τθσ hAng βρίςκεται θ πρϊτθ μετάλλαξθ απϊλειασ 
λειτουργίασ που ζχει βρεκεί ςε αςκενείσ με ALS και Πάρκινςον μζχρι και ςιμερα. (Wu et al., 
2007) 
Ζχει βρεκεί επίςθσ, ότι ο VEGF ζχει νευροπροςτατευτικι δράςθ κακϊσ ενιςχφει τθν 
νεοαγγειακι διάχυςθ και ζχει και άμεςεσ δράςεισ ςτα νευρικά κφτταρα. Αφοφ θ μεςολα-
βοφμενθ από τθν hAng μεταγραφι του rRNA είναι ςθμαντικι για τθν ενεργοποίθςθ τθσ αγ-
γειογζνεςθσ από τον VEGF, είναι πικανό ανεπάρκεια ςτθ λειτουργία τθσ hAng να αλλοιϊνει 
τισ φυςιολογικζσ δράςεισ του VEGF ςτουσ κινθτιριουσ νευρϊνεσ (Sheng & Xu, 2016). Από τθν 
άλλθ μεριά, ςε κάποιουσ αςκενείσ με ALS βρζκθκε αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ hAng ςτο 
πλάςμα, γεγονόσ που μπορεί να υποδεικνφει ότι ανταποκρίνεται ςτο ςτρεσ και δρα ωσ νευ-
ροπροςτατευτικι πρωτεΐνθ (van Es et al., 2014)  
 
 
1.2.5.γ Η αγγειογενύνη και ϊλλεσ αςθϋνειεσ 
      Θ hAng ςυμμετζχει και ςε διάφορεσ μθ κακοικεισ πακολογικζσ καταςτάςεισ όπωσ θ εν-
δομθτρίωςθ, θ περιφερειακι αγγειακι νόςοσ, θ αςκζνεια του φλεγμονϊδουσ εντζρου (in-
flammatory bowel disease, IBD), θ ρευματοειδισ αρκρίτιδα και ο διαβιτθσ. ΢ε όλεσ αυτζσ 
τισ διαταραχζσ θ ςυγκζντρωςθ τθσ hAng είναι αυξθμζνθ ςτον ορό και ςυνεπϊσ, θ ανίχνευςθ 
των αλλαγϊν ςτθν ςυγκζντρωςι τθσ μπορεί να είναι χριςιμθ για τθν παρακολοφκθςθ τθσ 
εξζλιξθσ των αςκενειϊν αυτϊν. (Gao & Xu, 2008)  
2. ΢κοπόσ 
 
Θ hAng ςυμμετζχει ςε ποικίλεσ φυςιολογικζσ και μθ, λειτουργίεσ του ανκρϊπινου 
οργανιςμοφ, όπωσ θ αγγειογζνεςθ, θ ανοςοαπόκριςθ, θ ογκογζνεςθ, θ νευροπροςταςία, ο 
νευροεκφυλιςμόσ κ.α. Παρότι οι διεργαςίεσ αυτζσ ςτο ςφνολό τουσ είναι καλά χαρακτθρι-
ςμζνεσ, ο ρόλοσ τθσ hAng ςε κάποιεσ από αυτζσ δεν είναι πλιρωσ αποςαφθνιςμζνοσ.  Ακό-
μθ, παρότι θ κρυςταλλικι δομι τθσ αγγειογενίνθσ είναι γνωςτι, δεν υπάρχουν κρυςταλλι-
κζσ δομζσ ςε ςφμπλοκο με το φυςικό τθσ υπόςτρωμα, ι κρυςταλλικι δομι τθσ πικανισ ε-
νεργισ μορφισ τθσ όπου το καταλυτικό κζντρο είναι «ανοιχτό».  
΢κοπόσ τθσ παροφςασ διπλωματικισ εργαςίασ είναι θ διερεφνθςθ των παραγόντων 
που ςυμμετζχουν ςτθ διατιρθςθ τθσ διαμόρφωςθσ τθσ ζλικασ 310-που εμποδίηει τθν πρός-
δεςθ των πυριμιδινϊν ςυμβάλλοντασ αποφαςιςτικά ςτθ χαμθλι ριβονουκλεολυτικι δρα-
ςτικότθτα τθσ hAng. Για το ςκοπό αυτό δθμιουργικθκε ζνα μετάλλαγμα τθσ hAng, ςτο ο-
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ποίο θ Q117 αντικαταςτάκθκε με προλίνθ. Θ προλίνθ είναι ζνα ιδιαίτερο αμινοξφ κακϊσ 
ενϊ ζχει τθν χαρακτθριςτικι καρβοξυτελικι ομάδα (-COOH), ςτθ κζςθ τθσ αμινοτελικισ 
ομάδασ (-NH2) υπάρχει μια αμινικι ομάδα (>C=NH). Αυτό ςθμαίνει ότι από τθν αμινοομάδα 
τθσ προλίνθσ λείπει ζνα πρωτόνιο και ζτςι δε μπορεί να ςυνειςφζρει ςε δεςμοφσ υδρογό-
νου με άλλα αμινοξικά κατάλοιπα. Επιπλζον, το άτομο αηϊτου τθσ προλίνθσ είναι μζροσ τθσ 
άκαμπτθσ πλευρικισ τθσ αλυςίδασ, θ οποία ςχθματίηει ζνα δακτφλιο με το α άτομο άνκρα-
κα του αμινοξζοσ. Δεδομζνου ότι οι α ζλικεσ ςυγκρατοφνται με δεςμοφσ υδρογόνου μεταξφ 
των αμινοομάδων και των καρβοξυλομάδων των αμινοξζων τθσ κφριασ αλυςίδασ τθσ πρω-
τεΐνθσ  θ προλίνθ μπορεί να διαταράξει τθ δομι των α-ελίκων. (Derek N. Woolfson et al. 1990). 
΢υνεπϊσ αντικατάςταςθ τθσ Gln117, θ οποία ςυμμετζχει ςτο ςχθματιςμό τθσ 310 ζλικασ, με 
προλίνθ μπορεί να διαταράξει τθ δομι αυτι και ενδεχομζνωσ να ςυμβάλλει ςτθ μετατόπι-
ςθ τθσ παρεμποδιςτικισ δομισ από το ενεργό κζντρο. Μετά τθ δθμιουργία του ςυγκεκριμζ-
νου μεταλλάγματοσ, ακολοφκθςε θ  παραγωγι τθσ μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ ςε βακτθρια-
κά ςτελζχθ E. Coli, και θ πρόβλεψθ τθσ δομισ τθσ μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ με χριςθ υπο-
λογιςτικϊν μεκόδων μοντελιςμοφ. 
3.Τλικϊ και Μϋθοδοι 







Terrific Broth S.O.C θρεπτικό LB Broth 
Σρυπτόνη 12 gr/L 
 
Σρυπτόνη 2% (w/v)  Σρυπτόνη 10 gr/L 
Εκχύλιςμα ζύμησ 24 gr/L 
 
Εκχύλιςμα ζύμησ 0.5% (w/v) Εκχύλιςμα ζύμησ 5 gr/L 
Γλυκερόλη 4 mL/L 
 
NaCl 10 mM NaCl 10 gr/L 
KH2PO4 0.017M 
 
KCl 2.5 mM  
K2HPO4 0.072 M 
 
MgCl2 10 mM  
 MgSO4 10 mM  
 Γλυκόζη 20 mM  
Διάλυμα εξιςορρόπθςθσ τθσ 
ςτιλθσ SPFF pH=8 
Διάλυμα ζκλουςθσ τθσ ςτι-
λθσ SPFF pH=8 
Διάλυμα εξιςορρόπθςθσ τθσ 
ςτιλθσ RPC 18 pH=8 
Διάλυμα ζκλουςθσ τθσ ςτι-
λθσ RPC 18 pH=8 
Tris 25 mM Tris 25 mM Σριφκοροαικανικό οξφ 0.1% v/v Σριφκοροαικανικό οξφ 0.8% v/v 
ςε ιςοπροπανό-
λθ:ακετονιτρίλιο:νερό  
ςε αναλογία 3:2:2 
NaCl 200 mM NaCl 800 mM   
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3.2 Δημιουργύα μεταλλϊγματοσ με κατευθυνόμενη μεταλλαξι-
γϋνεςη 
Θ κατευκυνόμενθ μεταλλαξιγζνεςθ (Site-Directed Mutagenesis, SDM) είναι θ πλζον ευρζωσ 
χρθςιμοποιοφμενθ μζκοδοσ για τθν in vitro ειςαγωγι ςθμειακϊν μεταλλάξεων ςε επικυμθ-
τά γονίδια. Θ SDM χρθςιμοποιεί ολιγονουκλεοτιδικοφσ εκκινθτζσ ςχεδιαςμζνουσ ειδικά ϊ-
ςτε να περιζχουν τθν επικυμθτι μετάλλαξθ και με τθ μζκοδο τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ 
πολυμεράςθσ ειςαγάγει τθ μετάλλαξθ ςτο γονίδιο-ςτόχο. Πιο ςυγκεκριμζνα, ςθμειακζσ με-
ταλλάξεισ μποροφν να ειςαχκοφν ςε γονίδια εντόσ πλαςμιδίων με χριςθ 2 εκκινθτϊν που 
φζρουν τθν επικυμθτι μετάλλαξθ και ςυνικωσ είναι ςυμπλθρωματικοί, δθλαδι υβριδίηο-
νται ςτθν ίδια ακριβϊσ αλλθλουχία, ο ζνασ ςτθν κωδικι και ο άλλοσ ςτθν μθ κωδικι αλυςί-
δα. Θ αντίδραςθ ενίςχυςθσ γίνεται ςε δυο ξεχωριςτζσ αντιδράςεισ PCR και ςτισ δυο αντι-
δράςεισ το εκμαγείο είναι το πλαςμίδιο που περιζχει το γονίδιο-ςτόχο. ΢τθ μια αντίδραςθ 
χρθςιμοποιείται ο εκκινθτισ που υβριδίηεται ςτθν κωδικι αλυςίδα, και ςτθ δεφτερθ ο εκκι-
νθτισ που υβριδίηεται ςτθ μθ κωδικι αλυςίδα. ΢τθ ςυνζχεια, γίνεται μια τρίτθ αντίδραςθ 
υβριδοποίθςθσ των ενιςχυμζνων προϊόντων που προζκυψαν από τισ δυο πρϊτεσ αντιδρά-
ςεισ PCR (δθλαδι τισ δυο αλυςίδεσ του πλαςμιδίου) και τζλοσ γίνεται πζψθ με το περιορι-
ςτικό ζνηυμο DpnI το οποίο αναγνωρίηει και πζπτει μεκυλιωμζνεσ βάςεισ, απομακρφνοντασ 
ζτςι το DNA εκμαγείο και αφινοντασ ολόκλθρο μόνο το πλαςμίδιο που προζκυψε από τθ 
διαδικαςία τθσ SDM. 
Ο πλαςμιδιακόσ φορζασ που χρθςιμοποιικθκε ςτθν προκειμζνθ περίπτωςθ ωσ εκ-
μαγείο είναι ο pET-28a ςτον οποίο βρίςκεται και το cDNA του γονιδίου τθσ ανκρϊπινθσ αγ-
γειογενίνθσ (pET-28a-hAng). Θ γλουταμίνθ 117 αντιςτοιχεί ςτο κωδικόνιο CAG ςτισ κζςεισ 
349-351 τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ του ανκρϊπινου γονιδίου τθσ αγγειογενίνθσ. Από 
τα τζςςερα κωδικόνια που κωδικοποιοφν τθν προλίνθ (CCC, CCA,CCG και CCU) επιλζχκθκε 
Διάλυμα λφςθσ pH=8 Διάλυμα αποδιάταξθσ pH=8 Διάλυμα αναδίπλωςθσ pH=8 
EDTA 2 mM EDTA 2mM  L- αργινίνθ 500mM 
Tris-HCl 50 mM Tris-HCl 100 mM Οξειδωμζνθ γλουτακειόνθ 0.6mM 
  Τδροχλωρικό γουανιδύνη 7 Μ  
 Ανθγμζνθ γλουτακειόνθ 150 mΜ  
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το CCG να αντικαταςτιςει το κωδικόνιο τθσ γλουταμίνθσ, αφενόσ γιατί κα γίνει υποκατά-
ςταςθ ςε μια μόνο βάςθ, και αφετζρου γιατί με βάςθ μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ κωδικονί-
ων, τα ςτελζχθ E.Coli δείχνουν μεγαλφτερθ προτίμθςθ για το ςυγκεκριμζνο κωδικόνιο. 
 Πίνακασ 1. Πίνακασ ςυχνότθτασ χριςθσ κωδικονίων από τα ςτελζχθ E.Coli. Α) To % ποςοςτό αναφζρεται ςτθ 
μζςθ ςυχνότθτα χριςθσ του κωδικονίου ανά 100 κωδικόνια. Β) H αναλογία (ratio) αντιπροςωπεφει τθν αφκονία 
του κάκε κωδικονίου ςε ςχζςθ με όλα τα κωδικόνια για το ςυγκεκριμζνο αμινοξφ (Maloy, S., V. Stewart, and R. Taylor. 1996. 
Genetic analysis of pathogenic bacteria. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY.) 
 
Ζτςι λοιπόν, ζγινε αντικατάςταςθ τθσ αδενίνθσ ςτο 350ο κωδικόνιο με κυτοςίνθ 
(A350C). Οι εκκινθτζσ που ειςιγαγαν τθ ςυγκεκριμζνθ μετάλλαξθ ςχεδιάςτθκαν με το πρό-
γραμμα Primer X και είναι οι εξισ : 
Πρόςκιοσ εκκινθτισ: 5’- CAGTCCATCTAGATCCGTCTATCTTCCGAAG-3’ 
Ανάςτροφοσ εκκινθτισ:  5’- CTTCGGAAGATAGACGGATCTAGATGGACTG-3’ 
Θ υπογραμμιςμζνθ ακολουκία είναι αυτι που ειςαγάγει τθν μετάλλαξθ ςτο γονίδιο. 
Όπωσ προαναφζρκθκε ζγιναν 2 ξεχωριςτζσ PCR όπου ςτθν κάκε μία χρθςιμοποιικ-
κε ο ζνασ από τουσ 2 εκκινθτζσ. Οι PCR ζγιναν με βάςθ το προτεινόμενο πρωτόκολλο τθσ 
εταιρίασ Kapa Biosystems για το προϊόν KAPA HiFi Hot Start Ready Mix PCR kit και ο ςχεδια-
ςμόσ τθσ αντίδραςθσ ζγινε ωσ εξισ:  
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Πίνακασ 3 Παράμετροι τθσ PCR 
΢τάδια Θερμοκραςία Διάρκεια 
Αρχική αποδιάταξη 95℃ 3 λεπτά 




10 κφκλοι Τβριδοποίηςη 65℃ 1 λεπτό 
Επιμήκυνςη 72℃ 7 λεπτά 
Σελική επιμήκυνςη* 72℃ 5 λεπτά 
 
*Σο ςτάδιο τθσ τελικισ επιμικυνςθσ ζγινε μόνο ςτθν τρίτθ αντίδραςθ υβριδοποίθςθσ των 
προϊόντων των δυο πρϊτων PCR αντιδράςεων. 
 
Μετά και το τζλοσ τθσ τρίτθσ PCR ζγινε πζψθ του PCR προϊόντοσ ςτουσ 37℃ για 5 
ϊρεσ με το ζνηυμο DpnI ςε ςυγκζντρωςθ 10u. 
Σζλοσ ζγινε κατακριμνιςθ αικανόλθσ ζτςι ϊςτε να αποκτθκεί κακαρό το πλαςμίδιο. 
Σα ςτάδια τθσ κατακριμνιςθσ αικανόλθσ είναι τα εξισ: 
1. Προςκικθ 5 μL NaCl 2,5 M ςτα 50 μL προϊόντοσ αντίδραςθσ πζψθσ.  
2. Προςκικθ 3 όγκων ψυχρισ αικανόλθσ 100% και γριγορθ ανάδευςθ 
3. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία -80ο C για 30 λεπτά 
4. Φυγοκζντρθςθ ςε κερμοκραςία 4ο C ςε 15.000 rpm για 5 λεπτά  
5. Απόρριψθ υπερκειμζνου και προςκικθ ςτο ίηθμα, 200 μL ψυχρισ αικανόλθσ 
70% (v/v) 
6. Φυγοκζντρθςθ ςε κερμοκραςία 4ο C ςε 15.000 rpm για 5 λεπτά 
7. Απόρριψθ υπερκειμζνου και κζρμανςθ του ιηιματοσ ςε κερμοκραςία 45ο C μζ-
χρι να εξατμιςτεί όλθ θ αικανόλθ 
8. Επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε 10 μL υπερκάκαρου νεροφ ζγχυςθσ. 
΢υςτατικά Σελικζσ ποςότητεσ/ ςυγκεντρώςεισ 
Kapa HiFi Hotstart Buffer 2x 
dNTPs 0.3mM το κακζνα 
Πρόςκιοσ εκκινθτισ (ςτθν πρϊτθ αντίδραςθ) 0.3μΜ 
Ανάςτροφοσ εκκινθτισ (ςτθν δεφτερθ αντίδραςθ) 0.3μΜ 
DNA 7.26 ng/μL 
Kapa HiFi Hotstart DNA polymerase 0.10 u 
dH2O Μζχρι τα 50 μL (τελικόσ όγκοσ αντίδραςθσ) 
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3.2.1 Μεταςχηματιςμόσ και καλλιϋργεια κυττϊρων κλωνοπούηςησ Ε. coli XL1-
Blue 
Ο μεταςχθματιςμόσ των δεκτικϊν κυττάρων E.coli XL1-Blue με το πλαςμίδιο pET-
28a hAng-Q117P ζγινε με τθ μζκοδο του κερμικοφ ςοκ: ςε 100μL κυττάρων προςτίκεται 90 
ngr πλαςμιδίου. Σα κφτταρα με το πλαςμίδιο επωάηονται για 30 λεπτά ςτον πάγο, ςτθ ςυ-
νζχεια για 45 δευτερόλεπτα ςτο υδατόλουτρο ςε κερμοκραςία 42οC και ξανά ςτον πάγο για 
2 ακόμθ λεπτά. Σζλοσ, προςτίκενται 900 μL εμπλουτιςμζνο κρεπτικό μζςο S.O.C και ακο-
λουκεί επϊαςθ για 1 ϊρα ςε κερμοκραςία 37οC υπό ανάδευςθ ςε 210 rpm. Μετά τθν επϊ-
αςθ ςτρϊνονται καλλιζργειεσ βακτθρίων ςε τρυβλία με ςτερεό κρεπτικό μζςο LB-Άγαρ το 
οποίο περιζχει καναμυκίνθ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 20 μgr/mL  και ακολοφκθςε επϊαςθ για 
17 ϊρεσ ςε κερμοκραςία 37 oC. ΢υνολικά ςτρϊνονται 6 τρυβλία: ανά δφο ςτρϊνονται με: 50 
μL βακτθρίων, 150 μL βακτθρίων και 200 μL βακτθρίων. 
Από κάκε τρυβλίο επιλζγονται δυο αποικίεσ και θ κάκε μια ξεχωριςτά εμβολιάηεται 
ςε 5 mL υγροφ κρεπτικοφ μζςου LB-Broth με 20μgr/mL καναμυκίνθ και επωάηονται 16-18 
ϊρεσ ςε κερμοκραςία 37οC, ςε ανακίνθςθ 210 rpm. Ακολουκεί θ απομόνωςθ του πλαςμιδι-
ακοφ DNΑ για κάκε μία από τισ υγρζσ βακτθριακζσ καλλιζργειεσ με χριςθ του PureLink™ 
Quick Plasmid Miniprep Kit, το οποίο χρθςιμοποιεί ςτιλθ με ςφαιρίδια ςιλικόνθσ που δε-
ςμεφουν το DNA. Ο ζλεγχοσ τθσ ζνκεςθσ του γονιδίου ςτο πλαςμίδιο ζγινε με θλεκτροφό-
ρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ ενϊ ο ζλεγχοσ τθσ επιτυχίασ τθσ μεταλλαξιγζνεςθσ ζγινε με αλλθ-
λοφχθςθ του πλαςμιδίου. 
3.2.2 Ηλεκτροφόρηςη DNA ςε πηκτό αγαρόζησ 
Θ πιο ςυχνι μορφι θλεκτροφόρθςθσ είναι θ θλεκτροφόρθςθ μορίων DNA ςε πι-
κτωμα αγαρόηθσ. Θ μζκοδοσ είναι απλι και αποτελεςματικι και επιτρζπει το διαχωριςμό 
μορίων DNA μεγζκουσ από 500 bp ζωσ 25 kb. Θ αγαρόηθ είναι ζνα γραμμικό πολυμερζσ που 
προζρχεται από φφκθ (red algae).Σα πθκτϊματα αγαρόηθσ φζρουν ευμεγζκεισ πόρουσ και 
είναι κατάλλθλα για το διαχωριςμό μεγάλων μορίων DNA. Θ ανίχνευςθ των μορίων ςτθν 
πθκτι γίνεται με τθ χριςθ τθσ χρωςτικισ Midori Green, με τθν οποία επωάηεται θ πθκτι, 
προτοφ αρχίςει θ πιξθ τθσ, ςε αναλογία 1:10. Θ χρωςτικι Midori Green εκπζμπει φκοριςμό 
μετά τθν πρόςδεςι τθσ ςε μόρια DNA.  
Για τθ δθμιουργία του πθκτϊματοσ αναμιγνφεται αγαρόηθ ςε ςκόνθ με κατάλλθλο 
ρυκμιςτικό διάλυμα TAE 1x (0.484 % (w/v) Tris, 0,12 % (w/w) οξικό οξφ και 1mΜ EDTA) και 
το μίγμα κερμαίνεται μζχρι να διαλυκεί θ αγαρόηθ. Σο πικτωμα αγαρόηθσ που παραςκευά-
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ηεται ζχει ςυγκζντρωςθ αγαρόηθσ τζτοια, ϊςτε να είναι κατάλλθλθ θ πυκνότθτά του για το 
διαχωριςμό του επικυμθτοφ μεγζκουσ μορίων DNA. Λίγο πριν κρυϊςει θ αγαρόηθ, προςτί-
κεται θ κατάλλθλθ ποςότθτα χρωςτικισ Midori Green. Όταν κρυϊςει θ αγαρόηθ δθμιουργεί 
ζνα πικτωμα, κακϊσ δεςμοί υδρογόνου ςυνδζουν τα μόρια τθσ αγαρόηθσ. Σο πικτωμα μαηί 
με τα μόρια του DNA εμβαπτίηεται ςτο λουτρό θλεκτροφόρθςθσ ςε κατάλλθλο ρυκμιςτικό 
διάλυμα (TAE 1x) και με τθ βοικεια τροφοδοτικοφ εφαρμόηεται θλεκτρικι τάςθ. Σο θλε-
κτρικό πεδίο που δθμιουργείται οδθγεί τα αρνθτικά φορτιςμζνα μόρια του DNA να κινθ-
κοφν προσ τθν κάκοδο. Θ θλεκτρικι τάςθ αςκείται για το βζλτιςτο χρόνο που απαιτείται για 
το διαχωριςμό των μορίων του DNA (Voytas, 2001). 
3.3 Υπερϋκφραςη τησ ανθρώπινησ αγγειογενύνησ 
3.3.1 Μεταςχηματιςμόσ κυττϊρων υπερϋκφραςησ Ε. coli BL21-Gold και υπερϋκ-
φραςη τησ αγγειογενύνησ 
Θ υπερζκφραςθ τθσ μεταλλαγμζνθσ αγγειογενίνθσ ζγινε με βάςθ το πρωτόκολλο 
του Holloway D.E. και των ςυνεργατϊν του. (Holloway et al., 2001) Σο πλαςμίδιο pET-28a hAng-
Q117P ειςιχκθ ςε δεκτικά κφτταρα Ε. coli BL21-Gold με τθ μζκοδο κερμικοφ ςοκ. Για κάκε 
υγρι καλλιζργεια γίνεται επιλογι μίασ μοναδιαίασ ςτικτισ αποικίασ από το τρυβλίο και εμ-
βολιάηεται ςε ςωλθνάριο τφπου falcon με υγρό κρεπτικό μζςο LB-Broth 5-15 ml, ςτο οποίο 
ζχει προςτεκεί καναμυκίνθ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 50 μgr/mL και κα επωάηεται για 16 ϊρεσ 
ςε κερμοκραςία 37°C υπό ανάδευςθ (210 rpm) Μετά το πζρασ τθσ επϊαςθσ και εφόςον 
ζχουν αναπτυχκεί τα κφτταρα, ακολουκεί ανακαλλιζργεια ςε μεγαλφτερθ κλίμακα. Πιο ςυ-
γκεκριμζνα ςε 500 mL αποςτειρωμζνου κρεπτικοφ μζςου TB Broth, ςτο οποίο ζχει προςτε-
κεί καναμυκίνθ με τελικι ςυγκζντρωςθ 50 μg/mL, κα εμβολιαςτοφν με 1/100 από μία υγρι 
καλλιζργεια και κα επωαςτοφν ςε κερμοκραςία 37οC υπό ανάδευςθ (210 rpm), ϊςπου θ 
οπτικι απορρόφθςθ τθσ οπτικισ πυκνότθτασ να είναι OD600nm=0,6-0,8 όπου και κεωρείται 
ότι θ καλλιζργεια βρίςκεται ςτθν εκκετικι φάςθ ανάπτυξθσ. Ακολουκεί προςκικθ IPTG (ε-
Πίνακασ 4 .Διακριτικι ικανότθτα πθκτωμάτων αγαρόηθσ 
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παγωγζασ υπερζκφραςθσ του γονιδίου του πλαςμιδίου) ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 1 mM και 
επϊαςθ ςε κερμοκραςία 37ο C υπό ανάδευςθ (210 rpm) για δφο επιπλζον ϊρεσ. Σζλοσ, γί-
νεται θ ςυλλογι των κυττάρων ζπειτα από φυγοκζντρθςθ ςε 5000g, ςε κερμοκραςία 4 οC, 
για 45 λεπτά. 
 
3.4 Απομόνωςη και καθαριςμόσ τησ μεταλλαγμϋνησ αγγειογε-
νύνησ 
Θ μζκοδοσ που ακολουκικθκε για τθν Απομόνωςθ και τον κακαριςμό τθσ μεταλλαγμζ-
νθσ αγγειογενίνθσ βαςίςτθκε ςτο πρωτόκολλο του Holloway D.E και των ςυνεργατϊν του. 
(Holloway, Hares, Shapiro, Subramanian, & Acharya, 2001) Θ διαδικαςία ζγινε ωσ εξισ: 
1. Λφςθ του ιηιματοσ από 500 mL βακτθριακισ καλλιζργειασ: 
- Επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ των κυττάρων ςε 25 mL διαλφματοσ λφςθσ. 
- Περαιτζρω ςπάςιμο των κυττάρων με χριςθ υπεριχων για 5 κφκλουσ των 40 δευτε-
ρολζπτων. 
- Φυγοκζντρθςθ για 20 λεπτά ςε 20.000 g και ςε κερμοκραςία 4oC. 
- Απόρριψθ του υπερκειμζνου. 
     - Επανάλθψθ τθσ παραπάνω διαδικαςίασ άλλεσ δυο φορζσ, με τθ δεφτερθ φορά να γίνε-
ται προςκικθ Triton X-100 ςτο διάλυμα λφςθσ, ςε τελικι  ςυγκζντρωςθ 1 % (v/v).  
Οι παραπάνω διεργαςίεσ εκτελοφνται ςε κερμοκραςία 4oC. 
2. Διάςπαςθ ςωματίων εγκλειςμοφ.  
Σα ςωμάτια εγκλειςμοφ είναι δομζσ που ςχθματίηουν οι αδιάλυτεσ πρωτεΐνεσ ςτο κυτ-
ταρόπλαςμα των κυττάρων. Ο ςχθματιςμόσ των ςωματίων εγκλειςμοφ μπορεί να είναι απο-
τζλεςμα υπερπαραγωγισ μιασ πρωτεΐνθσ ςε ζνα βακτθριακό ςφςτθμα υπερζκφραςθσ. Με-
τά τθν τελευταία φυγοκζντρθςθ, το ίηθμα ςτο οποίο υπάρχουν τα ςωμάτια εγκλειςμοφ ε-
παναδιαλφεται ςε 15 mL διάλυμα επαναδιάταξθσ και με τθ χριςθ ομογενοποιθτι υφίςτα-
ται μθχανικι πίεςθ, ϊςτε να ςπάςουν τα ςωμάτια εγκλειςμοφ. Μετά τθν ομογενοποίθςθ το 
διάλυμα ανακινείται για δυο ϊρεσ ςε κερμοκραςία δωματίου με χριςθ του μθχανιματοσ 
Stuart Tube Rotator. 
3. Αναδίπλωςθ τθσ αποδιατεταγμζνθσ πρωτεΐνθσ. 
-Σο δείγμα ειςάγεται ςταγόνα-ςταγόνα ςε 500 mL διαλφματοσ αναδίπλωςθσ και αναδεφε-
ται πολφ αργά ςε κερμοκραςία δωματίου για 24 ϊρεσ. Μετά το πζρασ 24 ωρϊν, φυγοκε-
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ντρείται ςε 10.000 g, ςε κερμοκραςία 25 οC, για 30 λεπτά και το υπερκείμενο αραιϊνεται 
τρεισ φορζσ ςε απαερωμζνο νερό ζγχυςθσ. 
4. Χρωματογραφικόσ κακαριςμόσ τθσ μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ με χριςθ του ςυςτιμα-
τοσ FPLC. 
O κακαριςμόσ τθσ αγγειογενίνθσ γίνεται με τθ χριςθ δυο διαδοχικϊν χρωματογραφικϊν 
ςτθλϊν. 
H πρϊτθ ςτιλθ είναι μια κατιοανταλλακτικι ρθτίνθ, θ ςτιλθ SP-Sepharose Fast Flow ό-
γκου 20 mL. H εξιςορρόπθςθ τθσ γίνεται με 5 όγκουσ ςτιλθσ διαλφματοσ ζκλουςθσ και ςτθ 
ςυνζχεια με 5 όγκουσ ςτιλθσ διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ. Με τθν διζλευςθ του πρωτεϊνι-
κοφ δείγματοσ από τθν ςτιλθ, οι κετικά φορτιςμζνεσ πρωτεΐνεσ του δείγματοσ, ςυμπερι-
λαμβανομζνου και τθσ αγγειογενίνθσ, δεςμεφονται από τισ ιςχυρά αρνθτικά φορτιςμζνεσ 
ομάδεσ τθσ ρθτίνθσ. Μόλισ περάςει ςτθ ςτιλθ όλο το δείγμα, γίνεται ζκπλυςθ τθσ ςτιλθσ με 
5 όγκουσ διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ ζτςι ϊςτε να αποςυνδεκοφν οι μθ ειδικά ςυνδεδεμζ-
νεσ πρωτεΐνεσ από τθ ςτιλθ. Ακολουκεί ζκλουςθ των ςυνδεδεμζνων ςτθ ςτιλθ πρωτεϊνϊν 
με 100% διάλυμα ζκλουςθσ και ςυλλζγονται κλάςματα όγκου 4 mL. ΢φμφωνα με τθν τιμι 
απορρόφθςθσ ςτα 280 nm ςυλλζγονται και ενϊνονται τα κλάςματα που περιζχουν τθν 
πρωτεΐνθ μασ, ζτςι ϊςτε να εφαρμοςτοφν ςτθ δεφτερθ ςτιλθ.  
Θ δεφτερθ χρωματογραφικι ςτιλθ είναι μια ςτιλθ αντίςτροφθσ φάςθσ RPC 18 όγκου 3 
mL, ςτθν οποία θ ςτατικι φάςθ είναι πιο υδρόφοβθ από τθν κινθτι και δεςμεφει με μεγα-
λφτερθ ςυγγζνεια υδροφοβικά και λιγότερο πολικά μόρια. Σα προςδεδεμζνα ςτθ ςτιλθ μό-
ρια εκλοφονται με μείωςθ τθσ πολικότθτασ τθσ κινθτισ φάςθσ μζςω αφξθςθσ τθσ ςυγκζ-
ντρωςθσ ενόσ οργανικοφ διαλφτθ. H εξιςορρόπθςθ τθσ ςτιλθσ γίνεται με 10 όγκουσ ςτιλθσ 
διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ και ςτθ ςυνζχεια με 5 όγκουσ ςτιλθσ διαλφματοσ ζκλουςθσ. 
Μόλισ περάςει το δείγμα από τθ ςτιλθ γίνεται ζκπλυςθ τθσ ςτιλθσ με 25% διαλφματοσ ζ-
κλουςθσ για 5 όγκουσ ςτιλθσ, ϊςτε να απομακρυνκοφν οι μθ ειδικά ςυνδεδεμζνεσ πρωτεΐ-
νεσ. Σζλοσ, γίνεται ζκλουςθ τθσ αγγειογενίνθσ με διαβάκμιςθ ςυγκζντρωςθσ από 25% ζωσ 
45% του διαλφματοσ ζκλουςθσ για 16 λεπτά. 
Διαπίδυςθ και ςυμπφκνωςθ τθσ αγγειογενίνθσ 
 - Σα κλάςματα που περιζχουν τθν πρωτεΐνθ ςυλλζγονται, ενϊνονται και μεταφζρονται ςε 
μεμβράνθ διαπίδυςθσ 7.000 cut off ςε υπερκάκαρο φδωρ ζγχυςθσ ϊςτε να απομακρυνκεί 
το διάλυμα ζκλουςθσ ςτο οποίο βρίςκεται θ πρωτεΐνθ και να αντικαταςτακεί με υπερκάκα-
ρο νερό ζγχυςθσ. Για τον λόγο αυτό θ μεμβράνθ διαπίδυςθσ που περιζχει το πρωτεϊνικό 
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διάλυμα μεταφζρεται ςε 1L υπερκάκαρου νεροφ ζγχυςθσ και επωάηεται για 16 ϊρεσ ςε 
κερμοκραςία 4οC υπό ανάδευςθ με τθν βοικεια stirrer. Μετά το πζρασ των 16 ωρϊν γίνε-
ται αλλαγι ςτο υπερκάκαρο νερό και θ μεμβράνθ επωάηεται ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ για άλλεσ 
3 ϊρεσ. ΢τθ ςυνζχεια γίνεται ςυμπφκνωςθ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 20 mg/mL με τθ χριςθ 
του ςυςτιματοσ φυγοκεντρικισ εξάτμιςθσ υπό κενό. Σζλοσ, θ πρωτεΐνθ μοιράηεται ςε κλά-
ςματα των 20 μL και αποκθκεφεται ςε κερμοκραςία -80oC. 
3.4.1 Ηλεκτροφόρηςη πρωτεώνών ςε πηκτό πολυακρυλαμύδησ υπό αποδιατακτι-
κϋσ ςυνθόκεσ και χρώςη τησ πηκτόσ  
Μετά το τζλοσ τθσ απομόνωςθσ και του χρωματογραφικοφ κακαριςμοφ τθσ μεταλ-
λαγμζνθσ αγγειογενίνθσ, ζγινε ζλεγχοσ του κάκε ςταδίου του κακαριςμοφ, αλλά και τθσ τε-
λικισ κακαρότθτασ τθσ απομονωμζνθσ πρωτεΐνθσ με τθ χριςθ τθσ τεχνικισ τθσ θλεκτροφό-
ρθςθσ υπό αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου.  
Θ θλεκτροφόρθςθ είναι μια ςχετικά απλι, γριγορθ και πολφ ευαίςκθτθ μζκοδοσ 
που χρθςιμοποιείται ευρζωσ για τθ μελζτθ των ιδιοτιτων των πρωτεϊνϊν. Θ τεχνικι διαχω-
ριςμοφ των πρωτεϊνϊν με θλεκτροφόρθςθ βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι φορτιςμζνα μόρια κα 
μετακινθκοφν κατά μικοσ ενόσ πθκτϊματοσ, όταν ςε αυτό εφαρμοςκεί θλεκτρικό πεδίο, το 
οποίο παρζχεται ςυνικωσ από θλεκτρόδια. Εάν τα μόρια που πρόκειται να διαχωριςτοφν, 
φορτιςτοφν με το ίδιο ακριβϊσ φορτίο, τότε ο διαχωριςμόσ τουσ κα γίνει με βάςθ το μορια-
κό τουσ βάροσ και θ κινθτικότθτα τουσ κα είναι αντιςτρόφωσ ανάλογθ του μεγζκουσ τουσ. 
Με βάςθ αυτό το γεγονόσ ςτθν θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι ακρυλαμίδθσ, οι πρωτεΐνεσ φορτί-
ηονται αρνθτικά κακϊσ το ανιονικό απορρυπαντικοφ SDS (δωδεκυλοκειικό νάτριο) προςδζ-
νεται ςε αυτζσ μζςω υδρόφοβων αλλθλεπιδράςεων, και ζτςι οι πρωτεΐνεσ διαχωρίηονται 
μζςα ςε μία μιτρα από γζλθ πολυακρυλαμιδίου ςε ζνα θλεκτρικό πεδίο ςφμφωνα μόνο με 
το μοριακό τουσ βάροσ. Θ SDS-PAGE μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθν ανάλυςθ του μεγζ-
κουσ, τθσ ποςότθτασ, τθσ κακαρότθτασ και του ιςοθλεκτρικοφ ςθμείου πολυπεπτιδίων και 
πρωτεϊνϊν. 
Σα ςυςτατικά που χρθςιμοποιοφνται για να ςχθματιςτεί το πολυακριλαμίδιο είναι 
το μονομερζσ ακρυλαμίδιο και το δισ-ακρυλαμίδιο. Θ αντίδραςθ πολυμεριςμοφ των 2 αυ-
τϊν ςυςτατικϊν για το ςχθματιςμό του πολυακρυλαμιδίου πυροδοτείται είτε από χθμικά 
είτε από φωτοχθμικά ςυςτιματα παραγωγισ ελευκζρων ριηϊν. Ο χθμικόσ πολυμεριςμόσ 
ξεκινά από το TEMED (τετραμεκυλαικυλενοδιαμίνθ) και το ΑPS (υπερκειικό αμμϊνιο). Όταν 
το APS διαλφεται ςτο νερό ςχθματίηει ελεφκερεσ ρίηεσ υπερκειικοφ οι οποίεσ ενεργοποιοφν 
το μονομερζσ ακρυλαμίδιο. Σο TEMED προςτίκεται ωσ καταλφτθσ για να επιταχφνει τθν α-
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ντίδραςθ πολυμεριςμοφ λόγω τθσ ικανότθτάσ του να μεταφζρει θλεκτρόνια. Σο ενεργοποι-
θμζνο ακρυλαμίδιο ςτθ ςυνζχεια αντιδρά με τα υπόλοιπα μονομερι ςχθματίηοντασ μια μα-
κριά αλυςίδα. Οι επιμθκυνόμενεσ αλυςίδεσ πολυμερϊν διαςταυρϊνονται τυχαία με το δισ-
ακρυλαμίδιο, ϊςτε να ςχθματίςουν ζνα δίχτυ από αλυςίδεσ ακρυλαμιδίου. Oι ελεφκερεσ 
ρίηεσ που παράγονται από το APS και θ καταλυτικι δράςθ του TEMED είναι απαραίτθτα 
ςτοιχεία για τθν εκκίνθςθ του πολυμεριςμοφ, κακϊσ το ακρυλαμίδιο δεν αντιδρά με τον 
εαυτό του ι με το δισ-ακρυλαμίδιο (B. D. Hames, 1988) 
΢τισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ θ θλεκτροφόρθςθ επιτελείται ςε δφο διαδοχικζσ 
πθκτζσ: μία πθκτι επιςτοίβαξθσ (stacking gel), ςτθν οποία τοποκετοφνται τα δείγματα και 
μία πθκτι διαχωριςμοφ (separating gel), θ οποία βρίςκεται ακριβϊσ κάτω από τθν πθκτι 
επιςτοίβαξθσ. Θ πθκτι επιςτοίβαξθσ εξαςφαλίηει ότι οι πρωτεΐνεσ κάκε δείγματοσ κα φκά-
ςουν ταυτόχρονα ςτθν κυρίωσ πθκτι διαχωριςμοφ. 
Μετά τθν θλεκτροφόρθςθ μπορεί να γίνει ανίχνευςθ των διαχωριςμζνων πρωτεϊ-
νϊν με χρϊςθ τθσ πθκτισ με το Coomassie Brilliant Blue R-250, θ οποία γίνεται ςε ελαφρϊσ 
όξινο περιβάλλον που ευνοεί τισ θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ ανάμεςα ςτθ χρωςτικι 
και τισ αμινομάδεσ των πρωτεϊνϊν. 
 
3.5 Κρυςταλλογραφύα 
3.5.1 Κρύςταλλοι πρωτεώνών 
Κρφςταλλοσ είναι μία φάςθ τθσ ςτερεάσ κατάςταςθσ που χαρακτθρίηεται από τθν 
επαναλαμβανόμενθ διευκζτθςθ των ατόμων ι των μορίων που αποτελοφν τον κρφςταλλο 
ςε τρεισ διαςτάςεισ. Ο κρφςταλλοσ δθμιουργείται από τθν επανάλθψθ ενόσ βαςικοφ μοτί-
βου που ζχει το ςχιμα παραλλθλόγραμμου με πλευρζσ a, b, c και ονομάηεται ςτοιχειϊδθσ 
κυψελίδα. Οι κυψελίδεσ που αποτελοφν τον κρφςταλλο είναι πανομοιότυπεσ ςε διαςτάςεισ 
και περιεχόμενο, ζχουν τον ίδιο προςανατολιςμό και επαναλαμβάνονται με απλι μετάκε-
ςθ, δθλαδι χωρίσ περιςτροφι, ςτισ τρεισ διαςτάςεισ, ϊςτε να δθμιουργοφν ζνα κανονικό 
τριδιάςτατο πλζγμα. ΢υνικωσ, θ κάκε κυψελίδα αποτελείται από δφο ι περιςςότερα μόρια 
ςυνδεόμενα με κάποιο είδοσ ςυμμετρικισ διευκζτθςθσ, ζτςι ϊςτε να ςυμπλθρϊνουν το 
χϊρο ικανοποιθτικά. 
Οι αλλθλεπιδράςεισ που κρατοφν τισ πρωτεΐνεσ ςτο κρυςταλλικό πλζγμα ονομάηο-
νται κρυςταλλικζσ επαφζσ και είναι ίδιεσ ςε κάκε οργανωμζνθ βαςικι μονάδα μορίων που 
περιζχεται ςτθ ςτοιχειϊδθ κυψελίδα του κρυςταλλικοφ πλζγματοσ. Οι κρφςταλλοι αποτε-
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λοφνται από τθ ςτερει φάςθ, δθλαδι τα ςθμεία επαφισ των μακρομορίων που δθμιουργεί 
το κρυςταλλικό πλζγμα και από τθν υγρι, που ςυμπλθρϊνει τα κενά μεταξφ του πλζγματοσ. 
Απαιτείται θ μεγαλφτερθ δυνατι κακαρότθτα των πρωτεϊνϊν για τα πειράματα κρυςτάλ-
λωςθσ, κακϊσ θ ανομοιογζνεια λόγω βιοχθμικϊν τροποποιιςεων (πρωτεόλυςθ, φωςφορυ-
λίωςθ, γλυκοηυλίωςθ) ι άλλων παραγόντων οδθγεί τισ πρωτεΐνεσ να μθν κρυςταλλϊνονται 






Εικόνα 5 Απλουςτευμζνθ αναπαράςταςθ των κυψελίδων που ςυγκροτοφν ζναν κρφςταλλο. 
 
3.5.2 Ανϊπτυξη κρυςτϊλλων 
Για να επιτευχκεί θ κρυςτάλλωςθ είναι απαραίτθτο να δθμιουργθκεί κατάςταςθ 
υπερκορεςμοφ του πρωτεϊνικοφ μορίου ςε ζνα διάλυμα. Οι καταςτάςεισ υπό και υπερκο-
ρεςμοφ κακορίηονται από τθ διαλυτότθτα των μακρομορίων ςτα διαγράμματα διαλυτότθ-
τασ, όπου παράμετροι όπωσ θ ιοντικι ιςχφσ, το pH, θ κερμοκραςία, θ φφςθ των διαλυτϊν 
παραμζνουν ςτακερζσ. Θ καμπφλθ διαλυτότθτασ ορίηει τισ ηϊνεσ υποκορεςμοφ και υπερκο-
ρεςμοφ και κακορίηει τθν κατάςταςθ εξιςορρόπθςθσ μεταξφ κορεςμζνθσ πρωτεΐνθσ και 
κρυςταλλωμζνθσ πρωτεΐνθσ ςτο διάλυμα. Κάτω από τθν καμπφλθ κορεςμοφ θ πρωτεΐνθ δεν 
μπορεί να κρυςταλλωκεί. Όταν θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ είναι υψθλότερθ από τθν 
ςυγκζντρωςθ εξιςορρόπθςθσ για δεδομζνθ ςυγκζντρωςθ θλεκτρολφτθ επζρχεται θ κατά-
ςταςθ υπερκορεςμοφ θ οποία υποδιαιρείται ςε τρεισ ηϊνεσ: 
1. Ηϊνθ κατακριμνιςθσ: Θ πρωτεΐνθ μετατρζπεται ςε άμορφθ μάηα. Αυτό ςυμβαίνει όταν θ 
κατάςταςθ υπερκορεςμοφ προςεγγίηεται με μεγάλθ ταχφτθτα με αποτζλεςμα τα πρωτεϊνι-
κά μόρια να μθν ζχουν τον απαιτοφμενο χρόνο να αλλθλεπιδράςουν με τα γειτονικά τουσ 
και να διευκετθκοφν κατάλλθλα ςτο χϊρο. 
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2. Ηϊνθ πυρινωςθσ: ΢χθματίηονται οι πυρινεσ κρυςτάλλωςθσ. Πυρινεσ κρυςτάλλωςθσ ο-
νομάηονται οι πιο μικρζσ οργανωμζνεσ μορφζσ πρωτεϊνικϊν ςυςςωματωμάτων και ςχθμα-
τίηονται ςτθν περιοχι όπου θ περίςςεια τθσ πρωτεΐνθσ παίρνει κρυςταλλικι μορφι. 
3. Μεταςτακερι ηϊνθ: Θ ηϊνθ αφξθςθ κρυςτάλλων. Θ ηϊνθ αυτι αντιςτοιχεί ιδανικά ςτθν 
αφξθςθ κρυςτάλλων από πυρινεσ κρυςτάλλωςθσ που προχπάρχουν χωρίσ τθ δθμιουργία 
νζων. Κακϊσ το μζγεκοσ των κρυςτάλλων αυξάνει, θ ςυγκζντρωςθ τθσ διαλυμζνθσ πρωτεΐ-
νθσ μειϊνεται, με αποτζλεςμα θ μεταςτακερι ηϊνθ να μετατοπίηεται. 
Για τθν κρυςταλλογραφικι μελζτθ μίασ πρωτεΐνθσ απαιτοφνται μεγάλοι και καλοςχθματι-
ςμζνοι κρφςταλλοι, για αυτό ςε πρϊτθ φάςθ πρζπει να δθμιουργθκοφν πυρινεσ κρυςτάλ-
λωςθσ και να αφεκοφν ςτθν μεταςτακερι ηϊνθ για να μεγαλϊςουν. Αυτό προχποκζτει ότι 
θ πρωτεΐνθ κα υπερβεί ζνα φράγμα ενζργειασ προκειμζνου να μπορζςει να κρυςταλλωκεί, 









Εικόνα 6. ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ ελεφκερθσ ενζργειασ ςε ςχζςθ με τον χρόνο κατά τα διάφορα ςτάδια 
τθσ κρυςτάλλωςθσ  
Πιο ςυγκεκριμζνα, το διάλυμα τθσ πρωτεΐνθσ πρζπει να περάςει από τθ διαλυτι 
φάςθ ςτθ ηϊνθ πυρινωςθσ και να παραμείνει εκεί για ςφντομο χρονικό διάςτθμα ζτςι ϊςτε 
να μθ δθμιουργθκοφν πολλοί πυρινεσ κρυςτάλλωςθσ που οδθγοφν ςε πολλοφσ και μικρό-
τερου όγκου κρυςτάλλουσ. ΢τθ ςυνζχεια, όταν το πρωτεϊνικό διάλυμα μεταπζςει ςτθ μετα-
ςτακερι ηϊνθ, οι πυρινεσ κα ςυνεχίςουν να μεγαλϊνουν και κα δϊςουν κρυςτάλλουσ. 
΢το πλαίςιο τθσ διπλωματικισ εργαςίασ, για τθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων τθσ μεταλ-
λαγμζνθσ αγγειογενίνθσ, χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ. ΢τθ μζκοδο 
αυτι αναμιγνφονται ίςοι όγκοι πρωτεΐνθσ (πρωτεϊνικό διάλυμα ςυγκζντρωςθσ 15 mg/mL) 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:11:17 EET - 137.108.70.13
 30 
και διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ (0.2% νατραηίδιο, 20% (v/v) PEG-300, 150mM μθλεϊνικό ο-
ξφ), 2 μL από το κάκε ζνα. Θ ςταγόνα (4μL) τοποκετείται πάνω από το διάλυμα εξιςορρό-
πθςθσ όγκου 700 μL, το ςφςτθμα κλείνεται αεροςτεγϊσ και αφινεται να ιςορροπιςει ςε 
κερμοκραςία 16oC. 
 
3.6 Πρόβλεψη τησ δομόσ του μεταλλϊγματοσ Q117P με ςυγκρι-
τικό ςχεδιαςμό με βϊςη την ομολογύα 
 
Ο όροσ ςυγκριτικόσ ςχεδιαςμόσ με βάςθ τθν ομολογία (homology modelling), ι αλλιϊσ ςυ-
γκριτικόσ ςχεδιαςμόσ, περιγράφει τθν in silico διαδικαςία καταςκευισ ενόσ τριδιάςτατου 
δομικοφ μοντζλου τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου, με χριςθ τθσ αμινοξικισ τθσ αλλθλουχίασ και τα 
πειραματικά δεδομζνα τριςδιάςτατθσ δομισ μιασ ομόλογθσ πρωτεΐνθσ. O ςυγκριτικόσ ςχε-
διαςμόσ ςτθρίηεται ςτθν εφρεςθ μίασ ι περιςςότερων γνωςτϊν πρωτεϊνικϊν δομϊν των 
οποίων θ αλλθλουχία να μοιάηει με τθν αλλθλουχία τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου. ΢υχνά τζτοιεσ 
πρωτεΐνεσ, είναι πρωτεΐνεσ που ανικουν εξελικτικά ςτθν ίδια οικογζνεια με τθν πρωτεΐνθ-
ςτόχο. Θ τακτικι αυτι βαςίηεται ςτθν παρατιρθςθ ότι πρωτεΐνεσ που ανικουν ςτθν ίδια 
οικογζνεια και ζχουν παρόμοια αμινοξικι αλλθλουχία, ζχουν και παρόμοιεσ τριςδιάςτατεσ 
δομζσ. ΢τθν πραγματικότθτα, ο βακμόσ ςυντιρθςθσ τθσ πρωτεϊνικισ τριςδιάςτατθσ δομισ 
μεταξφ των μελϊν τθσ ίδιασ οικογζνειασ, είναι πολφ υψθλότεροσ ςε ςχζςθ με αυτόν τθσ α-
μινοξικισ αλλθλουχίασ. (Chothia & Lesk, 1986) (Kaczanowski & Zielenkiewicz, 2009). Οι αμινοξικζσ 
αλλθλουχίεσ των δυο πρωτεϊνϊν ςτοιχίηονται ζτςι ϊςτε να γίνει αντιςτοίχιςθ των αμινοξζ-
ων τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου με τα αντίςτοιχα αμινοξζα τθσ πρωτεΐνθσ-πρότυπο. Θ ευκυγραμ-
μιςμζνθ πλζον αλλθλουχία τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου  και θ δομι τθσ πρωτεΐνθσ-προτφπου 
χρθςιμοποιοφνται για τθν παραγωγι ενόσ δομικοφ μοντζλου τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου. Θ 
ποιότθτα του δομικοφ μοντζλου που προκφπτει εξαρτάται από τθν ποιότθτα τθσ ςτοίχιςθσ 
τθσ αλλθλουχίασ αλλά και τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ τθσ πρωτεΐνθσ-προτφπου. Σο χτίςιμο 
τθσ δομισ μπορεί να περιπλακεί περαιτζρω από τθν παρουςία κενϊν ςτθν ςτοίχιςθ τα ο-
ποία ςυνικωσ υποδθλϊνουν μια δομικι περιοχι που υπάρχει ςτθν πρωτεΐνθ-ςτόχο αλλά 
όχι ςτθν πρωτεΐνθ-πρότυπο. Παρ ’όλα αυτά, όταν θ πρωτεΐνθ-ςτόχοσ και θ πρωτεΐνθ-
πρότυπο είναι πολφ ςυγγενικζσ, ο ςυγκριτικόσ ςχεδιαςμόσ μπορεί να παράξει υψθλισ ποιό-
τθτασ δομικά μοντζλα. Σα προκφπτοντα δομικά μοντζλα μποροφν να βοθκιςουν ςτον ε-
ντοπιςμό των καλά ςυντθρθμζνων αμινοξζων, να δϊςουν ςθμαντικζσ πλθροφορίεσ για τθν 
χωροταξικι διάταξθ των αμινοξζων αυτϊν και να απαντιςει ςε ερωτιματα όπωσ το εάν ζνα 
ςυγκεκριμζνο κατάλοιπο διατθρείται για να ςτακεροποιιςει τθν αναδίπλωςθ τθσ πρωτεΐ-
νθσ, να ςυμμετάςχει ςτθ δζςμευςθ μικρϊν μορίων ι να υποβοθκά τθ ςφνδεςθ με άλλεσ 
πρωτεΐνεσ ι νουκλεϊκά οξζα. Όλα αυτά τα δεδομζνα μποροφν να οδθγιςουν ςτον ςχεδια-
ςμό νζων πειραμάτων αλλά και να χρθςιμοποιθκοφν για τθν εφρεςθ νζων προςδετϊν των 
υπό-μελζτθ πρωτεϊνϊν. 
Για να είναι θ προκφπτουςα τριςδιάςτατθ δομι τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου, όςο πιο κοντά γίνε-
ται ςτα πειραματικά δεδομζνα και κατ’ επζκταςθ να είναι πιο πικανό θ δομι αυτι να υ-
πάρχει ζτςι και ςτθ φφςθ χρειάηονται κάποια παραπάνω βιματα πζρα από τθν αρχικι α-
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/02/2019 21:11:17 EET - 137.108.70.13
 31 
ντιςτοίχιςθ αλλθλουχίασ. Θ πρϊτθ δομι που δθμιουργείται υπόκειται ςε διαδικαςία ελαχι-
ςτοποίθςθσ ενζργειασ κατά τθν οποία ςυνικωσ ο ςκελετόσ τθσ πρωτεΐνθσ παραμζνει ςτα-
κερόσ και για όλο το υπόλοιπο ςφςτθμα πρωτεΐνθσ (πλευρικζσ αλυςίδεσ των αμινοξζων) – 
νεροφ- ιόντων ελαχιςτοποιείται θ δυναμικι του ενζργεια. ΢τον τομζα των υπολογιςτικϊν 
βιοεπιςτθμϊν, θ ελαχιςτοποίθςθ τθσ ενζργειασ (που ονομάηεται επίςθσ βελτιςτοποίθςθ 
ενζργειασ) είναι θ διαδικαςία εφρεςθσ μιασ διάταξθσ ςτο χϊρο ενόσ ςυνόλου ατόμων όπου, 
ςφμφωνα με κάποιο υπολογιςτικό μοντζλο χθμικισ ςφνδεςθσ θ δυναμικι ενζργεια για κάκε 
άτομο είναι με αποδεκτό τρόπο κοντά ςτο μθδζν. ΢τθ ςυνζχεια θ δομι που προκφπτει υφί-
ςταται προςομοιϊςεισ μοριακισ δυναμικισ ϊςτε να δθμιουργθκεί θ τελικι και αποδεκτι 
τριςδιάςτατθ δομι τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου. 
3.6.1 Προςομοιώςεισ μοριακόσ δυναμικόσ 
Οι προςομοιϊςεισ μοριακισ δυναμικισ (Molecular dynamics simulations, MD) αναφζρονται 
ςε μια υπολογιςτικι μζκοδο προςομοίωςθσ για τθν μελζτθ των φυςικϊν κινιςεων των α-
τόμων και των μορίων που λαμβάνουν χϊρα ςυναρτιςει του χρόνου, ςε ζνα μοριακό ςφ-
ςτθμα. Σα μακρομόρια, και ςυγκεκριμζνα οι πρωτεΐνεσ, εμφανίηουν ζνα μεγάλο εφροσ χα-
ρακτθριςτικϊν κινιςεων, από τισ ατομικζσ ταλαντϊςεισ που είναι πολφ γριγορεσ (femto-
seconds) και πολφ εντοπιςμζνεσ, ζωσ τισ αργζσ κινιςεισ που γίνονται ςτθν κλίμακα ολόκλθ-
ρου του μορίου, όπωσ μία αναδίπλωςθ (microseconds-miliseconds). Μια προςομοίωςθ μο-
ριακισ δυναμικισ αποτελείται από τθν αρικμθτικι επίλυςθ των κλαςικϊν εξιςϊςεων τθσ 
κίνθςθσ. Προκειμζνου να ςυμβεί αυτό, χρθςιμοποιοφνται νόμοι που χαρακτθρίηουν πϊσ 
αλλθλοεπιδροφν τα άτομα μεταξφ τουσ μζςα ςτο ςφςτθμα. Αυτοί οι νόμοι ςε ςυνδυαςμό με 
τισ κζςεισ των ατόμων μποροφν να αποδϊςουν τθ ςχετικι δυναμικι ενζργεια, τισ δυνάμεισ 
που αςκοφνται ςτα άτομα και τθν πίεςθ ςτα τοιχϊματα του υποκετικοφ δοχείου ςτο οποίο 
ευρίςκεται το μοριακό ςφςτθμα. Είναι επίςθσ απαραίτθτθ θ φπαρξθ ενόσ αλγορίκμου που 
να ενςωματϊνει τισ εξιςϊςεισ κίνθςθσ των ατόμων του ςυςτιματοσ. Για να λυκοφν οι εξι-
ςϊςεισ αυτζσ, πρζπει να παρζχονται ςτα υπολογιςτικά προγράμματα και αρχικζσ τιμζσ, 
όπωσ αρχικζσ κζςεισ και ταχφτθτεσ για κάκε άτομο ςτο μοριακό ςφςτθμα. Τπάρχουν δφο 
κφριεσ κατθγορίεσ αναλφςεων μοριακισ δυναμικισ, ανάλογα με το μοντζλο που επιλζγεται 
για να αναπαραςτιςει ζνα φυςικό ςφςτθμα: α) οι αναλφςεισ που χρθςιμοποιοφν τουσ νό-
μουσ τθσ κλαςικισ μθχανικισ και β) οι αναλφςεισ που λαμβάνουν υπ’ όψθ τουσ τθν κβαντο-
μθχανικι φφςθ του χθμικοφ δεςμοφ. Προσ το παρόν, μόνο θ κλαςικι μοριακι δυναμικι 
είναι πρακτικά εφαρμόςιμθ ςε προςομοιϊςεισ βιομοριακϊν ςυςτθμάτων. ΢τθν κλαςςικι 
μοριακι δυναμικι, θ δυναμικι κίνθςθ ενόσ μοριακοφ ςυςτιματοσ αξιολογείται από τθ ςυ-
νολικι του ενζργεια. ΢φμφωνα με το νόμο του Hook, θ ςυνολικι ενζργεια ενόσ μικροφ και 
απλοφ διατομικοφ μορίου δίνεται από τουσ τφπουσ:  
 
 
Όπου: Ε είναι θ ενζργεια, F είναι θ δφναμθ r και r0 είναι θ απόςταςθ και θ αρχικι απόςταςθ 
αντίςτοιχα και k θ ςτακερά του Hook 
Εδϊ οι δυνάμεισ που αςκοφνται ςε κάκε άτομο υπολογίηονται από τθν πρϊτθ παράγωγο 
τθσ δυναμικισ ενζργειασ, ωσ προσ τθ κζςθ του ατόμου. Αφοφ κατανεμθκοφν οι δυνάμεισ, 
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χρθςιμοποιείται ο δεφτεροσ νόμοσ του Νεφτωνα που ορίηει ότι θ δφναμθ f ιςοφται με τθ 
μάηα m επί τθν επιτάχυνςθ a.  
΢τισ προςομοιϊςεισ μοριακισ δυναμικισ, θ κινθτικι ενζργεια του ςυςτιματοσ εξαρτάται 
από τθ κερμοκραςία του ςυςτιματοσ και θ ενζργεια είναι το άκροιςμα των κινθτικϊν και 
δυναμικϊν ςυνιςτωςϊν του ςυςτιματοσ. Θ επιτάχυνςθ κάκε ατόμου εκτιμάται από το ςφ-
νολο των δυνάμεων που δζχεται, ςε ςυγκεκριμζνο δυναμικό πεδίο. 
 Θ μοριακι δυναμικι λοιπόν μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθν περαιτζρω βελτιςτοποίθςθ 
ενόσ μοντζλου που παράγεται από τον μοντελιςμό ομολογίασ, κακϊσ και για τθν βελτιςτο-
ποίθςθ αποτελεςμάτων ελλιμενιςμοφ, όπου οι αλλθλεπιδράςεισ πρωτεΐνθσ-προςδζτθ ανα-
λφονται ωσ προσ τθν ςτακερότθτά τουσ. (Vlachakis, Bencurova, Papangelopoulos, & Kossida, 
2014)  
3.6.2 Μεθοδολογύα 
΢το πλαίςιο τθσ διπλωματικισ εργαςίασ χρθςιμοποιικθκε ο ςυγκριτικόσ ςχεδιαςμόσ ϊςτε 
να καταςκευαςτεί το δομικό μοντζλο του μεταλλάγματοσ Q117P τθσ αγγειογενίνθσ. Ωσ πρό-
τυπθ τριδιάςτατθ δομι, πάνω ςτθν οποία χτίςτθκε το δομικό μοντζλο, χρθςιμοποιικθκε θ 
δομι τθσ φυςιολογικισ ανκρϊπινθσ αγγειογενίνθσ που ζχει αποκαλυφκεί με κρυςταλλο-
γραφία ακτινϊν Χ. Θ δομι αποκτικθκε από τθν protein data bank και είναι θ δομι με αρικ-
μό καταχϊρθςθσ 5EOP. Για το χτίςιμο τθσ δομισ χρθςιμοποιικθκε αρχικά το πρόγραμμα 
VMD (Visual Molecular Dynamics) και ςτθ ςυνζχεια με τθ βοικεια των προγραμμάτων 
psfgen και NAMD (Nanomolar Molecular Dynamics) ζγινε ελαχιςτοποίθςθ ενζργειασ και 
πραγματοποιικθκαν προςομοίωςθσ μοριακισ δυναμικισ πρϊτα με ςτακερι πίεςθ και ςτθ 
ςυνζχεια με ςτακερό όγκο και μεταβολι κερμοκραςίασ από τουσ 0οC ςτουσ 4οC. Σο ςφςτθ-
μα που υποβλικθκε ςε προςομοίωςθ περιελάμβανε εκτόσ από τθν πρωτεΐνθ, 5890 μόρια 
νεροφ κακϊσ και 17 ιόντα Na+ και 25 ιόντα Cl-. Σα ιόντα προςτζκθκαν  πρϊτον για εξουδε-
τζρωςθ του θλεκτρικοφ φορτίου τθσ πρωτεΐνθσ και  δεφτερον, για να προςομοιωκεί ςυγκζ-
ντρωςθ NaCl 0,15 M. ΢τθ ςυνζχεια πραγματοποιικθκε τοποκζτθςθ ενόσ δινουκλεοτιδίου 
(C-U) ςτθν δομι τθσ μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ που προζκυψε από τισ προθγοφμενεσ διερ-
γαςίεσ, κακϊσ και ςτθν δομι αγρίου τφπου. Οι δφο δομζσ μαηί με τον προςδζτθ υποβλικθ-
καν εκ νζου ςε προςομοιϊςεισ μοριακισ δυναμικισ για 40 ns ςτουσ 277 Κ. 
Σο πρόγραμμα VMD 
To VMD είναι ζνα υπολογιςτικό πρόγραμμα διαδραςτικισ οπτικοποίθςθσ βιοπολυμερϊν, 
όπωσ πρωτεϊνϊν, νουκλεϊκϊν οξζων, λιπιδίων και μεμβρανϊν. Χρθςιμοποιείται ωσ εργα-
λείο οπτικοποίθςθσ και ανάλυςθσ των αποτελεςμάτων των προςομοιϊςεων μοριακισ δυ-
ναμικισ αλλά και πειραματικϊν δεδομζνων όπωσ αρχεία από τθν protein data bank. 
(Humphrey et al., 1996) 
Σο πρόγραμμα psfgen 
Για να πραγματοποιθκεί θ ελαχιςτοποίθςθ τθσ ενζργειασ αλλά και θ προςομοίωςθ μορια-
κισ δυναμικισ, είναι απαραίτθτεσ οι πλθροφορίεσ για τον τρόπο ςφνδεςθσ όλων των ατό-
μων τθσ πρωτεΐνθσ. ΢το αρχείο pdb το οποίο είναι αυτό που χρθςιμοποιείται για τθν οπτι-
κοποίθςθ και το αρχικό χτίςιμο τθσ δομισ, δεν περιζχονται τζτοιεσ πλθροφορίεσ, παρά μό-
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νο οι ςυντεταγμζνεσ των ατόμων τθσ πρωτεΐνθσ. Από το αρχείο pdb λείπουν επίςθσ και τα 
υδρογόνα. Για τον λόγο αυτό πρζπει να δθμιουργθκεί ζνα αρχείο psf, που να περιζχει αυ-
τζσ τισ πλθροφορίεσ ςυμπεριλαμβανομζνων και των υδρογόνων. Σο αρχείο αυτό  δθμιουρ-
γείται από το πρόγραμμα psfgen με βάςθ το αρχικό αρχείο pdb και ζνα αρχείο τοπολογίασ. 
Σο πρόγραμμα psfgen ςτθ ςυνζχεια δθμιουργεί δυο νζα αρχεία, ζνα αρχείο pdb και ζνα  
αρχείο psf, τα οποία είναι αυτά που χρθςιμοποιοφνται ςτισ μετζπειτα διαδικαςίεσ. 
Σο πρόγραμμα NAMD 
Σο πρόγραμμα ΝΑΜD είναι ζνα υπολογιςτικό πρόγραμμα που χρθςιμοποιείται για να ε-
φαρμοςτεί ελαχιςτοποίθςθ ενζργειασ ςε ζνα βιομοριακό ςφςτθμα αλλά κυρίωσ χρθςιμο-
ποιείται για προςομοιϊςεισ μοριακισ δυναμικισ.(Phillips et al., 2005) 
Τπολογιςμόσ RMSD 
Μια από τισ παραμζτρουσ που χρθςιμοποιοφνται ωσ μζτρο τθσ μεταβολισ τθσ δομισ ςε 
ςχζςθ με τθν αρχικι δομι ςυναρτιςει του χρόνου, είναι το RMSD (root mean square 
deviation). ΢ε ζνα διάγραμμα, μπορεί να αναπαραςτακεί θ μεταβολι του RMSD για κάκε 




Εξίςωςθ RMSD, όπου ri α είναι θ κζςθ του ατόμου i ςτθν δομι α, ενϊ το ri β είναι θ κζςθ 
του ίδιου ατόμου ςτθν δομι β και Ν είναι το πλικοσ των ατόμων. 
4.Αποτελϋςματα 
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Εικόνα 7 Αποτελζςματα από πθκτι αγαρόηθσ 1%. ΢τθ διαδρομι 1 είναι ο μάρτυρασ και ςτθ διαδρομι 2 το πλα-
ςμίδιο pET-28a με το μεταλλαγμζνο γονίδιο τθσ hAng με μζγεκοσ 5.744 bp 
 
Οι νουκλεοτιδικζσ αλλθλουχίεσ που φαίνονται ςτθν Εικόνα 5 μεταφράςτθκαν ςε αμινοξικζσ 
αλλθλουχίεσ με χριςθ του Translate Tool του προγράμματοσ ExPASy. Οι αλλθλουχίεσ που 








4.2 Αποτελϋςματα χρωματογραφικού καθαριςμού τησ αγγειο-
γενύνησ Q117P 
Εικόνα 9 Αποτελζςματα Protein Blast με το πρόγραμμα blastp, όπου ακολουκία query είναι θ αγγειογενίνθ αγρίου 
τφπου ενϊ θ ακολουκία Sbjct είναι θ μεταλλαγμζνθ πρωτεΐνθ και φαίνεται πωσ ζγινε θ επικυμθτι αλλαγι. 
Εικόνα 8 Σα αποτελζςματα τθσ αλλθλοφχθςθσ του μεταλλαγμζνου γονιδίου ςε ςφγκριςθ με το αγρίου τφπου 
γονίδιο όπου φαίνεται θ αντικατάςταςθ τθσ αδενίνθσ με κυτοςίνθ ςτθ κζςθ 350. Σα αποτελζςματα τθσ αλλθλοφ-
χθςθσ επεξεργάςτθκαν με το πρόγραμμα MegaX. Η αλλθλουχία SDM_hAng_F4_T7 είναι αυτι που διαβάςτθκε 
με τον εμπρόςκιο εκκινθτι ενϊ θ SDM_hAng_R4_T7 είναι αυτι που διαβάςτθκε με τον ανάςτροφο εκκινθτι  
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Εικόνα 10 Χρωματογράφθμα τθσ ςτιλθσ SPFF. Η πράςινθ γραμμι αντιπροςωπζυει τθν ςυγκζντρωςθ 
του διαλφματοσ ζκλουςθσ. Η πρωτεΐνθ εκλοφςτθκε ςε 100% διάλυμα ζκλουςθσ όπωσ φαίνεται και από 
τθν κορυφι απορρόφθςθσ ςε μικοσ κφματοσ 280 nm (μπλζ γραμμι.) 
Εικόνα 11 Χρωματογράφθμα τθσ ςτιλθσ RPC 18. H ζκλουςθ τθσ πρωτεΐνθσ ζγινε με διαβάκμιςθ ςυγκζ-
ντρωςθσ του διαλφματοσ ζκλουςθσ από 25%-48% και θ πρωτεΐνθ ςυλλζχκθκε ςτο 48% του διαλφματοσ 
ζκλουςθσ. Η μπλε γραμμι αντιπροςωπεφει τθν οπτικι απορρόφθςθ ςε μικοσ κφματοσ 280 nm Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly





4.3 Αποτελϋςματα ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων. 
4.4 Αποτελϋςματα ςυγκριτικού  ςχεδιαςμού 
Εικόνα 12 Πθκτι 10 % SDS πολυακρυλαμιδίου, χρϊςθ με Coomassie brilliant blue R-250. ΢τθ διαδρομι 1 φαίνεται ο 
πρωτεϊνικόσ μάρτυρασ με τθν τελευταία μπάντα να αντιςτοιχεί ςτα 14 kDa. ΢τθν διαδρομι 2 φαίνεται το πρωτεϊνι-
κό δείγμα μετά τθν διαδικαςία αναδίπλωςθσ. ΢τθν διαδρομι 3 φαίνεται το πρωτεϊνικό διάλυμα που ειςιχκθ ςτθ 
ςτιλθ SPFF. ΢τισ διαδρομζσ 4 και 5 φαίνονται τα πρωτεϊνικά κλάςματα από το flow through και το wash τθσ ςτιλθσ 
SPFF αντίςτοιχα, όπου υπάρχει ότι περνάει από τθν ςτιλθ αλλά δεν προςδζνεται. ΢τθν διαδρομι 6 φαίνεται το 
πρωτεϊνικό διάλυμα που ειςιχκθ ςτθν ςτιλθ RPC18. ΢τισ διαδρομζσ 7 και 8 φαίνονται τα πρωτεϊνικά κλάςματα 
από το flow through και το wash τθσ RPC18 αντίςτοιχα όπου υπάρχει ότι περνάει από τθν ςτιλθ αλλά δεν προςδζ-





Εικόνα 13: Κρφςταλλοι τθσ μεταλλαγμζνθσ hAng-Q117P.  ΢φςταςθ του διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ (0.2% νατραηίδιο, 20% (v/v) PEG-
300, 150mM μθλεϊνικό οξφ). Α) ΢υγκζντρωςθ τθσ hAng ςτθ ςταγόνα 5 mg/mL. Β) ΢υγκζντρωςθ τθσ hAngςτθ ςταγόνα 7 mg/mL 
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Εικόνα 16: Διάγραμμα μεταβολισ του RMSD για τα ςφμπλοκα τθσ φυςιολογικισ πρωτεΐνθσ και του προς-
δζτθ (μπλε χρϊμα) και τθσ μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ και του προςδζτθ (πράςινο χρϊμα) μετά το τζλοσ 
τθσ δεφτερθσ προςομοίωςθσ μοριακισ δυναμικισ. Σα RMSD για τισ πρωτεΐνεσ και για τουσ προςδζτεσ 
υπολογίςτθκαν ξεχωριςτά.. Α) Διάγραμμα μεταβολισ του RMSD για τθν φυςιολογικι (μπλε χρϊμα) και 
τθν μεταλλαγμζνθ (πράςινο χρϊμα) hAng. Β) Διάγραμμα μεταβολισ RMSD για το δινουκλεοτίδιο που 
προςδζνεται ςτθν φυςιολογικι και ςτθν μεταλλαγμζνθ hAng-Q117P. 
B)  Διάγραμμα μεταβολήσ RMSD του CU τησ hAng και τησ hAng-Q117P 
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Σο RMSD μεταλλαγμζνθσ hAng-Q117P ςε ςχζςθ με τθν φυςιολογικι είναι 2,158 Å  
Σο RMSD του δινουκλεοτιδίου που προςδζνεται ςτθν μεταλλαγμζνθ hAng-Q117P  
















Μετά το πζρασ των προςομοιϊςεων τθσ hAng και τθσ hAng-Q117P μαηί με το δινουκλεοτί-
διο, ακολοφκθςε ελαχιςτοποίθςθ τθσ ενζργειασ των μζςων δομϊν από τα τελευταία 2 ns 
των προςομοιϊςεων διάρκειασ 40 ns. Από τισ  δομζσ που προζκυψαν υπολογίςκθκε θ ε-
νζργεια διαμόρφωςθσ και αλλθλεπίδραςθσ με το δινουκλεοτίδιο. Διαπιςτϊκθκε ότι θ ενζρ-
A) 
B) 
Εικόνα 17.  Σα αποτελζςματα τθσ πρόςδεςθσ του δινουκλεοτιδίου CU, και ςυγκεκριμζνα τθσ κυτοςίνθσ, 
ςτο Β1 κζντρο ςτθν φυςιολογικι (Α) και ςτθν μεταλλαγμζνθ (Β) hAng-Q117P.  O προςδζτθσ ςτθν μεταλ-
λαγμζνθ δομι, υπζςτθ αλλαγζσ ςτθν διαμόρφωςθ, ζτςι ϊςτε να αξιοποιιςει καλφτερα τον επιπλζον 
χϊρο που δθμιουργικθκε από τθν απουςία τθσ πλευρικισ αλυςίδασ τθσ Gln117 
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γεια του ςυμπλόκου τθσ hAng-Q117P με το CU είναι κατά 105 kcal/mol μικρότερθ από αυ-
τιν τθσ φυςιολογικισ hAng. Πιο ςυγκεκριμζνα : 
Ενζργεια τθσ δομισ φυςιολογικισ hAng-CU: 1.063,698 kcal/mol 
Ενζργεια τθσ δομισ μεταλλαγμζνθσ hAng-Q117P-CU: 958,948 kcal/mol 
5.΢υζότηςη 
 
H ανκρϊπινθ αγγειογενίνθ είναι ζνασ από τουσ ιςχυρότερουσ αγγειογενετικοφσ παράγοντεσ 
και φαίνεται να ζχει ςθμαντικό ρόλο ςε διεργαςίεσ τθσ φυςιολογικισ ανάπτυξθσ αλλά και 
ςε διαταραχζσ ςτισ οποίεσ εμπλζκεται θ διαδικαςία τθσ αγγειογζνεςθσ. Πζρα από τθν αγ-
γειογζνεςθ θ hAng ςυμμετζχει ςε πολλζσ άλλεσ  φυςιολογικζσ και μθ διεργαςίεσ του οργα-
νιςμοφ όπωσ θ ογκογζνεςθ, θ ζμφυτθ ανοςία, θ νευροπροςταςία, θ φλεγμονι και θ ανα-
γζννθςθ των ιςτϊν που ζχουν υποςτεί βλάβθ. ΢ε κυτταρικό επίπεδο, ζχει βρεκεί πωσ θ αγ-
γειογενίνθ εμπλζκεται ςτθν ανάπτυξθ και τθν απόπτωςθ, τθν διαφοροποίθςθ, ςτισ διαδι-
καςίεσ τθσ μετάςταςθσ και ςτθν απόκριςθ ςτο ςτρεσ. H hAng φαίνεται ακόμθ να ενιςχφει 
τθν μεταγραφι και τθν επεξεργαςία του rRNA, τθν παραγωγι των tiRNAs και να ρυκμίηει 
τθν μεταγραφι ςυγκεκριμζνων mRNA. Παρά τθν μεγάλθ τθσ ομοιότθτα με τα άλλα μζλθ τθσ 
υπεροικογζνειασ των παγκρεατικϊν ριβονουκλεαςϊν, θ ριβονουκλεολυτικι δράςθ τθσ 
hAng είναι ςχεδόν ανυπολόγιςτθ. Κφριο αίτιο τθσ μειωμζνθσ ριβονουκλεολυτικισ δράςθσ 
τθσ hAng, είναι θ παρεμπόδιςθ του κζντρου δζςμευςθσ των πυριμιδινϊν, από μια ζλικα 31ο 
που ςυγκροτείται από τα αμινοξζα 117-121 άλλα και από τθν ίδια τθν πλευρικι αλυςίδα 
τθσ Gln117.  
H ριβονουκλεολυτικι και θ αγγειογενετικι δράςθ τθσ hAng είναι αλλθλζνδετεσ κακϊσ μελζ-
τεσ μεταλλαξιγζνεςθσ ςτα οποία υπάρχει απϊλεια τθσ ριβονουκλεολυτικισ δραςτικότθτασ 
ζδειξαν ότι επθρεάηεται αντιςτοίχωσ και θ αγγειογενετικι δραςτικότθτα τθσ.  Ζτςι λοιπόν θ 
κατανόθςθ των μθχανιςμϊν που εμπλζκονται ςτθν χαμθλι ριβονουκλεολυτικι δραςτικότθ-
τα τθσ hAng παρουςιάηουν ιδιαίτερο ενδιαφζρον κακϊσ κα ςυμβάλλουν ςτθν γενικότερθ 
κατανόθςθ του τρόπου δράςθσ τθσ αγγειογενίνθσ.  
΢τθν παροφςα διπλωματικι εργαςία μελετικθκε μια μεταλλαγμζνθ μορφι τθσ hAng ςτθν 
οποία θ Gln117 αντικαταςτάκθκε με προλίνθ. Για τον ςκοπό αυτό, το μετάλλαγμα δθμιουρ-
γικθκε με κατευκυνόμενθ μεταλλαξιγζνεςθ, θ μεταλλαγμζνθ hAng-Q117P απομονϊκθκε 
από βακτθριακά ςτελζχθ E.coli και θ κακαρι πρωτεΐνθ κρυςταλλϊκθκε. Σζλοσ ζγινε μελζτθ 
των πικανϊν αλλαγϊν που δθμιοφργθςε θ μετάλλαξθ τόςο ςτθν δομι, όςο και ςτθν ικανό-
τθτα πρόςδεςθσ δινουκλεοτιδίων,με χριςθ υπολογιςτικϊν προγραμμάτων μοντελιςμοφ. 
Από τον μοντελιςμό προζκυψε πωσ παρότι υπιρξε μια ελαφρά μετατόπιςθ κάποιων τμθμά-
των τθσ μεταλλαγμζνθσ hAng-Q117P ςε ςχζςθ με τθν φυςιολογικι, θ ςυνολικι διαμόρφωςθ 
παρζμεινε αμετάβλθτθ, κάτι που ιταν αναμενόμενο κακϊσ θ μετάλλαξθ ιταν ςθμειακι. 
Όςον αφορά τθν δομι τθσ ζλικασ 310, θ αντικατάςταςθ τθσ γλουταμίνθσ 117 με προλίνθ 
προκάλεςε μια ¨χαλάρωςθ¨ τθσ ζλικασ, χωρίσ όμωσ να προκαλζςει τθν καταςτροφι τθσ. 
Αυτό οφείλεται πικανϊσ ςτισ αλλθλεπιδράςεισ των αμινοξζων που ςυγκροτοφν τθν ζλικα 
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31ο με τα γειτονικά κατάλοιπα. Είναι πικανό πωσ ςτα πλαίςια τθσ αυςτθρισ ρφκμιςθσ τθσ 
ριβονουκλεολυτικισ δράςθσ τθσ hAng, οι αλλθλεπιδράςεισ των καταλοίπων που ςυγκρο-
τοφν τθν ζλικα 310, με τα γειτονικά τουσ κατάλοιπα να μθν μποροφν να κλονιςτοφν από μια 
μόνο ςθμειακι μετάλλαξθ. Αυτό είναι ςφμφωνο με προθγοφμενεσ μελζτεσ όπου θ Gln117 
είχε αντικαταςτακεί από Gly και θ δομι τθσ ζλικασ 310 τθσ μεταλλαγμζνθσ μορφισ hAng-
Q117G δεν εμφάνιςε ςθμαντικζσ δομικζσ διαφορζσ από τθν δομι τθσ φυςιολογικισ μορ-
φισ. (Leonidas et al., 2002) 
Σα αποτελζςματα πρόςδεςθσ του δινουκλεοτιδίου CU ςτο κζντρο πρόςδεςθσ των πυριμιδι-
νϊν τθσ hAng ζδειξαν κάποιεσ διαφορζσ μεταξφ τθσ φυςιολογικισ και τθσ μεταλλαγμζνθσ 
hAng-Q117P. Πιο ςυγκεκριμζνα, θ ενζργεια ςφνδεςθσ του CU ιταν μικρότερθ κατά 105 
kcal/mol ςτθν hAng-Q117G, κάτι που ςθμαίνει ότι το δινουκλεοτίδιο προςδζνεται καλφτε-
ρα. Επιπλζον με περεταίρω ανάλυςθ των δεςμϊν υδρογόνου που δθμιουργοφνται μεταξφ 
των καταλοίπων τθσ περιοχισ πρόςδεςθσ του προςδζτθ, και του CU κακϊσ και ανάλυςθ 
των καταλοίπων που βρίςκονται ςε απόςταςθ ίςθ ι μικρότερθ από 4 Å από το CU, εντοπί-
ςτθκαν διαφορζσ ςτισ δφο δομζσ που φαίνονται ςτον πίνακα 5 κακϊσ και ςτισ εικόνεσ 18 
και 19.  
 








CU τησ hANG hANG CU τησ  hAng-Q117P hAng-Q117P 
O2 - UR N2 - LYS40 O4 *- CYT N2 - LYS40 
N3 – UR OD2 – ASP41 O5P - CYT N2 - LYS40 
O2 - CYT ND2 – ASN43 N4 - CYT  OD1- ASP41  
N3 – CYT OG1 – THR44 N4 - CYT O – ILE42 
O1P - CYT  NE2 - GLN117 O2 - CYT NE2- GLN12  
O4 - UR N2 – ARG121 O2*- CYT NE2- GLN12 
Εικόνα 18. Φυςιολογικι hAng - CU Εςτίαςθ ςτα κατάλοιπα που βρίςκονται ςε ίςθ ι μικρότερθ από-
ςταςθ από 4 Å από τον προςδζτθ. Με κίτρινεσ διακεκομμζνεσ γραμμζσ οι δεςμοί υδρογόνου μεταξφ 
των ατόμων του προςδζτθ και τθσ hAng. 
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Διαπιςτϊνεται ότι ο αρικμόσ των δεςμϊν υδρογόνου μεταξφ των ατόμων του προςδζτθ και 
των ατόμων τθσ κζςθσ πρόςδεςθσ είναι ο ίδιοσ. Ωςτόςο, διαφζρουν τα ηεφγθ δότθ-δζκτθ. 
΢το ςφνολό τουσ τα αποτελζςματα αυτά, υποδεικνφουν πωσ μάλλον θ κλειςτι αυτι δια-
μόρφωςθ του καρβοξυτελικοφ άκρου τθσ hAng είναι ςθμαντικόσ παράγοντασ τθσ ρφκμιςθσ 
τθσ ριβονουκλεολυτικισ δραςτικότθτασ τθσ hAng , και για τον λόγο αυτό είναι δφςκολο να 
διαταραχτεί. Φαίνεται πωσ για να αλλάξει θ δομι του καρβοξυτελικοφ άκρου δεν φτάνει 
μια μόνο ςθμειακι μετάλλαξθ, αλλά απαιτοφνται πολλαπλζσ ςθμειακζσ μεταλλάξεισ, ϊςτε 
να αποςτακεροποιθκοφν οι δεςμοί που ςυγκροτοφν τθν παρεμποδιςτικι ζλικα 31ο.  Σα μο-
ντζλα των δφο ςυμπλόκων που προζκυψαν ςτο πλαίςιο αυτισ τθσ εργαςίασ μποροφν να 
αξιοποιθκοφν για να ςχεδιαςκοφν μελλοντικά πειράματα ςτοχευμζνων μεταλλάξεων με 








Εικόνα 19:  hAng-Q117P - CU Εςτίαςθ ςτα κατάλοιπα που βρίςκονται ςε ίςθ ι μικρότερθ απόςταςθ από 4 Å 
από τον προςδζτθ. Με κίτρινεσ διακεκομμζνεσ γραμμζσ οι δεςμοί υδρογόνου μεταξφ των ατόμων του προς-
δζτθ και τθσ hAng-Q117P. 
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